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ВЛИЯНИЕ А/G-СОСТАВА 3'-КОНТЕКСТОВ СТОП-КОДОНОВ
НА ТЕРМИНАЦИЮ ТРАНСЛЯЦИИ У ЭУКАРИОТ
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Терминация трансляции – завершающий этап биосинтеза белка, в котором значительную роль иг-
рают не только белковые факторы терминации, но и ближайшее нуклеотидное окружение стоп-ко-
донов. Описано довольно много случаев сквозного прочтения стоп-кодонов, обусловленного спе-
цифическими нуклеотидными мотивами, следующими за этими стоп-кодонами. Тем не менее,
имеющиеся данные разрознены и не объясняют механизм влияния нуклеотидного контекста на
терминацию трансляции. Известно, что использование стоп-кодона UAA предпочтительно для
А/Т-богатых генов, а UAG и UGA – для G/С-богатых, что, в свою очередь, связано с уровнем экс-
прессии этих генов. Нами изучена взаимосвязь между частотой встречаемости нуклеотидов в 3′-об-
ласти стоп-кодонов в геноме человека и их влиянием на эффективность терминации трансляции.
Обнаружено, что сходный нуклеотидный состав стоп-кодонов и их 3′-контекста стимулирует тер-
минацию трансляции. В то же время, нуклеотидный состав 3′-контекста, отличный от последова-
тельности стоп-кодона, снижает эффективность терминации трансляции.
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ВВЕДЕНИЕ

Терминация трансляции осуществляется с по-
мощью белковых факторов терминации классов I
и II (RF1/RF2 и RF3 в клетках прокариот; eRF1 и
eRF3 у эукариот) [1, 2]. Факторы класса I распо-
знают стоп-кодоны на мРНК в А-сайте малой
субъединицы рибосомы, а также запускают гидро-
лиз эфирной связи пептидил-тРНК в пептидил-
трансферазном центре большой рибосомной субъ-
единицы. Факторы класса II являются GTPазами,
способствующими работе факторов класса I. Из-
вестно, что нуклеотидные последовательности,
окружающие стоп-кодоны, могут влиять на терми-
нацию трансляции и контролировать таким обра-
зом синтез белка. Анализ областей мРНК вокруг
стоп-кодонов позволяет предположить, что эф-
фективность терминации может контролиро-
ваться не только стоп-кодоном, но и, дополни-
тельно, окружающими его нуклеотидами.

Частоты использования стоп-кодонов суще-
ственно варьируют у разных групп организмов.
Терминирующий кодон UGA наиболее часто ис-
пользуется у млекопитающих и однодольных рас-
тений, тогда как UAA предпочитают все осталь-

ные эукариоты, кроме Drosophila, у которой са-
мым частым стоп-кодоном является UAG. В то же
время, у всех остальных групп эукариот UAG-ко-
дон используется реже [3–6]. Распространенность
стоп-кодонов у прокариот и эукариот совпадает:
самый частый кодон UAA, самый редкий – UGA
[7].

Биоинформатический анализ частот встречае-
мости нуклеотидов, окружающих стоп-кодоны,
показал, что у про- и эукариот есть определенные
предпочтения, сильно выраженные для –1 поло-
жения 5′-контекста и +4 положения 3′-контекста.
Результаты изучения влияния 3′-контекста у про-
кариот и эукариот позволили предположить, что
сигналом терминации трансляции служит не три-
плет, а, по крайней мере, четыре или шесть нук-
леотидов [8, 9]. Сравнение нескольких прокарио-
тических геномов показало, что разные виды
имеют разные предпочтения 3′-контекста [10]. У
Escherichia coli наиболее часто встречаются U и G
в положении +4, у Mycobacterium tuberculosis в
этом положении находится С, а у Bacillus subtilis –
А. У паразитических видов Rickettsia prowazekii и
Chlamydophila pneumoniae не выявлено явных за-
кономерностей в 5'- и 3'-области. Полученные ре-
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зультаты подтвердили и уточнили данные более
ранней работы [7], в которой тоже отмечена по-
вышенная встречаемость U в позиции +4 всех
трех стоп-кодонов E. coli, в отличие от менее
представленных A и C. Эта тенденция характерна
для высокоэкспрессирующихся генов, но слабо
выражена у низко экспрессирующихся, а также
генов со стоп-кодоном UAG. Так, статистиче-
ский анализ нуклеотидного окружения стоп-ко-
донов E. coli показал, что гены с высоким уровнем
экспрессии имеют определенное распределение
нуклеотидов в окрестностях стоп-кодонов [7]. У
E. coli 92% генов с высоким уровнем экспрессии
имеют стоп-кодон UAA. В 63% этих генов в поло-
жении +4 за стоп-кодоном находится U, в 32% –
G, а А или С встречаются только в 5%. В то же вре-
мя, стоп-кодон UAA встречается всего в 38% ге-
нов с низким уровнем экспрессии, и в положении
+4 не преобладает U. Подобная закономерность
наблюдалась и у Salmonella typhimurium, B. subtilis,
некоторых фагов E. coli и метанобразующих архе-
бактерий. Статистический анализ более широкой
области 3′-контекста стоп-кодона UGA после
4160 генов E. coli показал, что встречаемость нук-
леотидов до положения +10 включительно имеет
неслучайный характер, а в более отдаленных по-
ложениях наблюдается случайное распределение
нуклеотидов. Особенно часто в области от +4 до
+10 находится А, а содержание С, напротив, сни-
жено [9].

У эукариот в положении +4 наблюдается пред-
почтение пуринов по отношению к пиримидинам,
что было неоднократно показано при изучении эу-
кариотических геномов [4, 10]. У изученных генов
представителей разных классов (D. melanogaster,
H. sapiens, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thali-
ana, Saccharomyces cerevisiae) в положении +4 наи-
более часто встречается A или G [10]. Более широ-
кое исследование геномов различных групп эукари-
от (позвоночных, беспозвоночных, однодольных и
двудольных растений, дрожжей и простейших) с
применением статистического анализа показало,
что между отдельными группами в зависимости
от стоп-кодона есть незначительные различия в
распространенности того или иного нуклеотида в
положении +4, но с явным преимуществом пури-
нов в этой позиции [4]. У позвоночных в положе-
нии +4 чаще находится А, чем G, за исключением
стоп-кодона UGA, в котором наиболее часто сто-
ит G. Также для 3′-контекста стоп-кодона UGA
характерно более высокое содержание U в поло-
жении +4 по сравнению с другими двумя стоп-
кодонами. У беспозвоночных эукариот в положе-
нии +4 чаще всего стоит A и очень редко С. Инте-
ресно, что у вирусов позвоночных и у позвоноч-
ных наблюдается сходная тенденция, а именно,
предпочтение А в положении +4, одинаковая, но
меньшая частота G/U и намного более редкий С.
В целом, у эукариот наиболее распространены

стоп-сигналы UAA(A/G) и UGA(A/G). Напри-
мер, в положении +4 у S. cerevisiae и D. melanogas-
ter предпочтителен A/G, а их гены с высокой экс-
прессией имеют стоп-последовательность UAAG
[3]. Исследования контекста стоп-кодонов генов
растений [5] показывают, что он подчиняется об-
щим закономерностям, характерным для эукари-
от, с небольшими различиями у однодольных и
двудольных растений. У S. cerevisiae и, скорее все-
го, у всех эукариот нуклеотиды до положения +9
распределены неслучайным образом, тогда как не
выявлено закономерностей в распределении
остальных нуклеотидов вплоть до положения +65
в нетранслируемой области [3].

По эффективности терминации трансляции
разные стоп-кодоны можно условно разделить
на сильные и слабые. Кроме того, нуклеотидный
контекст, окружающий стоп-кодоны, может и
снижать, и повышать эффективность термина-
ции трансляции [11]. По-видимому, у прокариот
существуют определенные предпочтения стоп-
сигналов, эффективность терминации на кото-
рых последовательно уменьшается в ряду: UAAU
> UAAG > UAA(A/C). Сходное изменение эф-
фективности терминации наблюдается у дрож-
жей, где предпочтителен стоп-сигнал UAA(A/G),
а также у других организмов [3]. Эксперименты
in vivo показали, что иерархия эффективности
четвертого основания обоих стоп-кодонов UAA и
UGA в терминации трансляции у E. coli выглядит
как U > G > A (приблизительно равен С), а стоп-
кодона UAG – G > U = A > C [12]. В другой своей
работе [9], используя фотоактивируемые сшивки
между мРНК и фактором терминации трансля-
ции, эти же авторы показали, что нуклеотиды в
положениях +4, +5 и +6 за стоп-кодоном также
влияют на эффективность терминации трансля-
ции, взаимодействуя с фактором терминации
RF2. Варьирование нуклеотидов в этих позициях
вело к изменению эффективности взаимодей-
ствия между первым основанием стоп-кодона
UGA и фактором RF2. Эти данные предполагают,
что прокариотический фактор терминации RF2
распознает последовательность по крайней мере
из шести нуклеотидов, включающих стоп-кодон
UGA [9]. В дальнейшем, исходя из предположе-
ния, что прокариотические факторы терминации
чувствительны к контексту стоп-кодонов, другая
группа исследователей показала влияние мута-
ции Arg137Pro фактора RF1 на распознавание
сильных (UAGU) и слабых (UAGA) стоп-сигна-
лов [13]. Кроме того, показано, что увеличение
концентраций факторов терминации RF в клет-
ках прокариот и фактора eRF1 в трансляционной
системе на основе лизата ретикулоцитов кролика
приводит к повышению эффективности терми-
нации на слабых стоп-сигналах [10]. Авторы этой
работы предположили, что увеличение количе-
ства факторов терминации приводит к их более
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эффективной конкуренции с супрессорными тРНК
за распознавание стоп-кодона.

Статистический анализ более 5000 генов мле-
копитающих и последующие эксперименты in vi-
tro также показали, что эффективность термина-
ции трансляции зависит от контекста, а иерархия
оснований в положении +4 по силе стоп-сигнала
выглядит как A = G  U = C для всех трех стоп-
кодонов [14]. Выявлены наиболее часто встреча-
ющиеся стоп-сигналы UAA(A > G), UGA(G > A)
и UAG(G > A). Самыми редкими оказались сиг-
налы UAG(C/U) и UGA(C/U) [14]. Однако оцен-
ка эффективности супресcии каждого стоп-кодо-
на в репортерной системе в S. cerevisiae привела к
несколько иным результатам [15]. Оказалось, что
уровень сквозного прочтения стоп-кодонов, об-
ратный эффективности терминации, увеличи-
вался в ряду UAA(G > A > U> C), UGA(G > U >
> A> C) и UAG(A > U > C > G) [15].

Анализ уровня сквозного чтения стоп-кодонов
дрожжей [8] показал, что нуклеотиды в положени-
ях +4, +5, +6 и +8 имеют наибольшее значение для
прочитывания стоп-кодона как значащего, в то
время как замены нуклеотида в положении +7
практически не имели эффекта. Установлено так-
же, что в клетках дрожжей уровень сквозного
чтения стоп-кодонов зависит от нуклеотидов в
позициях +4, +5, +6, +8 (или +9) в 3'-области
стоп-кодона [16]. Определение уровня сквозно-
го прочтения в клетках млекопитающих под-
твердило значительное влияние нуклеотидов +4
и +8, следующих за стоп-кодоном [17]. Показано
также, что присутствие G или U в положении +4
за стоп-кодоном UGA или UAG приводит к
ослаблению терминации трансляции. Следую-
щие за стоп-кодоном UAA нуклеотиды +4С и
+4G также снижали уровень терминации, хотя их
влияние менее выражено, чем у стоп-кодонов
UGA или UAG. Нуклеотиды в положениях +5 и
+6 вызывали повышение либо понижение уровня
сквозного прочтения в зависимости от опреде-
ленного стоп-кодона и нуклеотида +4, что пред-
полагает кооперативный эффект соседствующих
нуклеотидов. В то же время нуклеотиды в поло-
жениях в +7 и +9 не влияли существенно на тер-
минацию трансляции. Присутствие С в положе-
нии +8 снижало эффективность терминации,
+8U давал значительно более сильный сигнал
терминации, в то время как эффекты +8А и +8G
были умеренными.

Таким образом, на сегодняшний день накоп-
лено много информации о частотах стоп-кодонов
и нуклеотидов, их окружающих, а также об эф-
фективности стоп-сигналов у разных организ-
мов. Однако нет единого мнения о возможной
связи частот встречаемости стоп-сигналов и их
эффективности в терминации трансляции. В по-
пытке определить фундаментальные основы влия-

@

ния нуклеотидного контекста стоп-кодонов на
терминацию трансляции мы предположили, что
распространенность 3′-контекстов стоп-кодонов
может коррелировать с эффективностью термина-
ции трансляции. Для проверки этой гипотезы
определены частоты встречаемости гексануклео-
тидных 3'-последовательностей стоп-кодонов в ге-
номе человека, а затем на выбранных мотивах оце-
нена эффективность терминации в реконструиро-
ванной системе трансляции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биоинформатический анализ 3'-контекстов
стоп-кодонов в геноме человека. Частоты 3′-кон-
текстов стоп-кодонов анализировали с использова-
нием данных 38-й версии генома человека, опуб-
ликованных в NCBI (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/ge-
nomes/all/GCA/000/001/405/GCA_000001405.15_G
RCh38). Были проанализированы все аннотиро-
ванные гены прямой и обратной цепей на всех 24
хромосомах (включая X и Y), чтобы определить
первые 6 нуклеотидов, следующих за стоп-кодо-
нами. Конечные данные включали 20412 генов и
3′-контексты их стоп-кодонов. Далее была опреде-
лена частота встречаемости каждого варианта кон-
текста. Анализ последовательностей и статистиче-
ский анализ проведен с помощью языка Perl.

Получение модельных мРНК. Конструкции,
кодирующие модельные MVHL-стоп мРНК, со-
держащие один из трех стоп-кодонов (UAA, UAG
или UGA), описаны ранее [18, 19]. В качестве мат-
рицы для получения плазмид с различными
3′-контекстами стоп-кодонов использовали плаз-
миду pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII, получен-
ную в нашей лаборатории на основе вектора
MVHL-STOP/C-less. Чтобы получить мРНК с же-
лаемыми 3′-контекстами стоп-кодонов, прове-
ден сайт-направленный мутагенез имеющихся
конструкций. Последовательности праймеров
для каждой конструкции приведены в табл. 1.
Перед транскрипцией все плазмиды линеаризо-
вали с помощью рестриктазы XhoI. Модельные
мРНК получали с помощью Т7 РНК-полимера-
зы в реакции run-off транскрипции.

Получение субъединиц рибосом и факторов
трансляции. Рибосомные субъединицы 40S и 60S
и эукариотические факторы трансляции eIF2,
eIF3, eEF1 и eEF2 очищали из лизата клеток HeLa,
как описано ранее [18]. Рекомбинантные факто-
ры трансляции человека, несущие гистидиновый
таг: eIF1, eIF1A, eIF4A, eIF4B, ∆eIF4G, ∆eIF5B,
eIF5, eRF1, мутантный фактор eRF1(AGQ), а так-
же фактор eRF3c, укороченный с N-конца на 138
аминокислотных остатков, нарабатывали в штамме
BL21 E. coli, затем белки выделяли с помощью аф-
финной хроматографии на Ni-NTA-агарозе с по-
следующей ионообменной хроматографией [18].
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Сборка претерминационных комплексов (преТК) и
анализ эффективности терминации трансляции.
Формирование преТК в препаративных количе-
ствах проводили в 500 мкл реакционной смеси и
собирали, как описано ранее [18, 20]. Эффектив-
ность терминации трансляции определяли по
количеству высвободившегося меченого синте-
зированного пептида [21]. С этой целью 37 пмоль
мРНК инкубировали в течение 30 мин при 37°C в
буфере А (20 мM Tрис-ацетат, pH 7.5, 100 мM
KAc, 2.5 мM MgCl2, 2 мM дитиотреитол) с добав-
лением 400 ед. акт. ингибитора РНКаз, 1 мM ATP,
0.25 мM спермидина, 0.2 мM GTP, 75 мкг суммар-
ной тРНК (ацилированной всеми или отдельными
аминокислотами и [35S]Met), 75 пмоль очищенных
40S и 60S рибосомных субъединиц, 125 пмоль каж-
дого из факторов eIF2, eIF3, eIF4A, ∆eIF4G,
eIF4B, eIF1, eIF1A, eIF5, ∆eIF5B, 200 пмоль
eEF1 и 50 пмоль eEF2. Затем смесь центрифуги-
ровали в роторе Beckman SW55 в течение 95 мин
при 4°C и 50000 об/мин. в 10–30% (w/w) градиен-
те плотности сахарозы (SDG), приготовленном с
использованием буфера А с 5 мM MgCl2. Фрак-
ции, содержащие преТК, в соответствии с при-
сутствием в них [35S]Met, объединяли, разводили
в 3 раза буфером А с 1.25 мM MgCl2 (до конечной
концентрации 2.5 мM Mg2+) и анализировали с
помощью гидролиза пептида. Для анализа высво-
бождения синтезированного пептида аликвоты
(30 мкл), содержащие 0.09 пмоль преТК инкуби-
ровали в течение 15 мин при 37°C с 5 пмоль фак-
тора eRF1 или 3 мин с 0.625 пмоль факторов
eRF1, eRF3c и 0.2 мM GTP с добавлением 0.2 мM
Mg2+. Рибосомные комплексы после гидролиза
пептида осаждали холодной 5%-ной трихлорук-
сусной кислотой и центрифугировали при 14000 g
и 4°C. Количество высвободившегося пептида, со-
держащего [35S], в супернатанте определяли с помо-

щью жидкостного сцинтилляционного спектро-
метра Intertechnique SL-30.

Анализ рибосомных комплексов методом toe-print-
ing. Для анализа методом toe-printing к аликвотам
объемом 10 мкл, содержащим 0.03 пмоль преТК,
добавляли меченный 5'-FAM праймер (5'-FAM-
GCATTTGCAGAGGACAGG-3'), комплементар-
ный участку мРНК β-глобина (197–214 н.), и об-
ратную транскриптазу AMV. Фрагменты кДНК
разделяли с помощью капиллярного электрофо-
реза с использованием ABI Prism® Genetic Analy-
ser 3100 (“Applera”, США).

Определение эффективности терминации транс-
ляции. Эффективность терминации трансляции
определяли подсчетом количества радиоактивно
меченного пептида MVHL, высвободившегося из
рибосомных комплексов в присутствии факторов
терминации eRF1 или eRF1 + eRF3c GTP. Значе-
ния kcat/KM вычисляли из значений kobs. В услови-
ях реакции первого порядка при концентрации суб-
страта намного ниже ожидаемых значений KM урав-
нение Михаэлиса–Ментен v = (VmS)/(KM + S)
приобретает вид v = (VmS)/KM, так как S  KM или
v = (Vm/KM)S = kobs S = –S/dt, при интегрировании
которого получаем lnS = –kobst + lnSo, где So – на-
чальная концентрация субстрата, а S – концен-
трация субстрата в конкретный момент времени.
Регистрация значений гидролиза в течение неко-
торого промежутка времени позволяет опреде-
лить kobs из графика зависимости lnS от времени.
Скорость пропорциональна концентрации суб-
страта. kobs= Vm/KM = (kcatEt)/KM, так как Vm = kcatEt,
следовательно, kcat/KM = kobs/Et.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческий анализ проводили с использованием Mic-
rosoft Office Excel (разработчик “Microsoft,”
США) и пакета программ Statistica версии 7.0
(разработчик “StatSoft, Ins,” CША). Статистиче-

!

Таблица 1. Матрицы и праймеры, использованные в клонировании

Конструкция Матрица Праймер Эндонуклеаза рестрикции

UAA-A-rich pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAA-A-rich, Bgl BglII, HindIII
UAG-A-rich pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAG-A-rich, Bgl BglII, HindIII
UGA-A-rich pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UGA-A-rich, Bgl BglII, HindIII
UAA-G-rich pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAA-G-rich, Bgl BglII, HindIII
UAG-G-rich pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAG-G-rich, Bgl BglII, HindIII
UGA-G-rich pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UGA-G-rich, Bgl BglII, HindIII
UAA-Standard pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAA-Standard, Bgl BglII, HindIII
UAG-Standard pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAG-Standard, Bgl BglII, HindIII
UGA-Standard pET28a(+)-MVHL-UAA-HindIII UGA-Standard, Bgl BglII, HindIII
UAA-Rare pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAA-Rare, Bgl BglII, HindIII
UAG-Rare pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAA-Rare, Bgl BglII, HindIII
UGA-Rare pET28a(+)-MVHL-stop-HindIII UAA-Rare, Bgl BglII, HindIII
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ски значимые отличия выявляли с использовани-
ем t-критерия Стьюдента. Для проверки гипотез с
помощью p-значения мы приняли р < 0.01 и р <
0.05. Средние значения и погрешности вычисля-
ли по результатам не менее трех измерений.
Планки погрешности показывают значения SD
(стандартного отклонения).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поиск распространенных и редких 3′-контекстов 
стоп-кодонов в геноме человека

Мы провели биоинформатический анализ ча-
стот встречаемости первых шести нуклеотидов,
следующих за стоп-кодонами, в геноме человека.
Встречаемость всех гексануклеотидных последо-
вательностей была примерно одинаковой, т.е.
выявить определенные часто и редко встречаю-
щиеся варианты оказалось невозможным. Поэто-
му были проанализированы частоты встречаемо-
сти 3′-контекстов стоп-кодонов, разделенных на
группы из двух последовательных триплетов, трех
последовательных пар динуклеотидов и шести од-
нонуклеотидных позиций (рис. 1–3). Данные для
каждого стоп-кодона анализировали отдельно.
Проведенный анализ позволил выявить наиболее
редко и часто встречающиеся три-, ди- и мононук-
леотиды в 3′-контекстах стоп-кодонов. Примеча-
тельно, что чем ближе нуклеотиды находились к
стоп-кодону, тем более выраженным было пред-
почтение к специфическому нуклеотиду.

Для проверки гипотезы о корреляции между
частотой встречаемости 3′-контекста стоп-кодо-
на и эффективностью терминации трансляции с
помощью биоинформатического анализа были
выбраны модельные 3′-контексты стоп-кодонов.
Последовательности выбранных 3′-контекстов и
частоты их встречаемости в геноме человека
отображены в табл. 2. В качестве часто встречаю-
щегося первого триплета для стоп-кодонов UAG
и UGA выбран мотив GGG. Для UAA как наибо-
лее распространенный был выбран триплет AAA.
В качестве второго триплета в составе модельных
распространенных контекстов для всех трех стоп-
кодонов мы выбрали CUG. Мотив UCG UCG вы-
бран как модельный редко встречающийся 3′-
контекст всех трех стоп-кодонов. Последователь-
ность UGU CGU, входящая в состав 3′-контекста
исходной мРНК, в которую вносили новые кон-
тексты, названа “стандартной”. Эту последова-
тельность мы использовали ранее в экспериментах
в реконструированной системе трансляции млеко-
питающих [19–22]. Частоты встречаемости три-
плетов из данного контекста близки к расчетным
частотам случайного триплета NNN 1/64 = 1.56%
(табл. 2), поэтому мы использовали “стандартную”
последовательность как контроль. Контексты, вы-
бранные как частые, встречались в 2–2.5 раза чаще,

чем среднестатистические; редкие контексты
имели частоту в 10 раз меньшую, чем среднеста-
тистические (табл. 2).

Частоты встречаемости специфических 
триплетов внутри 3′-контекстов не коррелируют 
с эффективностью терминации трансляции in vitro

Выбранные 3′-контексты стоп-кодонов (табл. 3)
помещали в конструкции для получения модель-
ных мРНК. Чтобы оценить эффективность тер-
минации трансляции, мы проводили гидролиз
пептидил-тРНК, добавляя факторы терминации
в реконструированную систему трансляции мле-
копитающих, и определяли эффективность вы-
свобождения синтезированного пептида. С этой
целью построены кинетические кривые (рис. 4).
Скорости реакции в присутствии фактора eRF3с
были значительно выше, поэтому количество
факторов терминации и время инкубации в экс-
перименте с eRF3с были уменьшены. На основе
полученных данных вычисляли значения эффек-

Рис. 1. Встречаемость мононуклеотидов в 3′-области
стоп-кодонов. По оси абсцисс – положение нуклео-
тидов после стоп-кодона (1–6).
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Рис. 2. Встречаемость динуклеотидов в 3′-области стоп-кодонов. Номерами в заголовках диаграмм указаны положе-
ния нуклеотидов после стоп-кодона.
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Таблица 2. Частоты встречаемости три-, ди- и мононуклеотидов в 3′-контексте стоп-кодонов в геноме человека (%)

Примечание. Относительная частота случайного триплета NNN 1/64 = 1.56%; динуклеотида NN 1/16 = 6.25%; мононуклео-
тида N 1/4 = 25%. Частоту триплета определяли как встречаемость контекста, деленную на количество генов с данным стоп-кодоном.

Стоп-кодон Распространенный контекст Редкий контекст Стандартный контекст

UAA AAA CUG
4 2.8

UCG UCG
0.2 0.2

UGU GUG
1.5 1

AA AC UG
12 5.6 7.2

UC GU CG
4.2 5.4 1.5

UG UG UG
6 7.5 7.2

A A A
36 30 30

U C G
21 20 24

U G U
21 24 24

UAG GGG CUG
4 3

UCG UCG
0.15 0.15

UGU GUG
1.3 1.8

GG GC UG
10 10 8

UC GU CG
3.5 4.9 3.7

UG UG UG
5.5 7 8

G G G
31 28 30

U C G
16 26 30

U G U
16 28 20

UGA GGG CUG
4.5 3.8

UCG UCG
0.2 0.4

UGU GUG
1 1.5

GG GC UG
14 8 8

UC GU CG
3.4 4.6 3

UG UG UG
6 7 8

G G G
38 32 27

U C G
16 28 27

U G U
16 32 21
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тивностей терминации трансляции (kcat/KM) для
всех трех контекстов на каждом стоп-кодоне в
присутствии и в отсутствие eRF3-GTP (рис. 5).

Оказалось, что эффективность терминации
трансляции в присутствии фактора eRF1 на всех
трех 3′-контекстах (распространенном, редком и
стандартном) примерно одинакова на всех стоп-
кодонах (рис. 5а). Однако при добавлении факто-
ра eRF3c в присутствии GTP наблюдался рост эф-

фективности терминации трансляции на стоп-
кодоне UAA с распространенным контекстом
AAA CUG (рис. 5б). Эффективность гидролиза
пептидил-тРНК на распространенном контексте
была в 3 раза выше, чем на редком, тогда как эф-
фективность терминации трансляции на стан-
дартном контексте принимала среднее значение.
На стоп-кодонах UAG и UGA эффективность
терминации трансляции была примерно одина-

Рис. 3. Встречаемость тринуклеотидов в 3′-области стоп-кодонов. В заголовках диаграмм указано положение нуклео-
тидов после стоп-кодона.

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

gc
c

gg
g

gg
c

gg
a

ag
a

cc
c

ag
g

gc
a

ga
g

ag
c

tg
g

gc
t

aa
a

ga
c

cc
t

cc
a

ca
g

gt
g

ga
a

at
g

gg
t

ac
c

ct
a

ag
t

aa
t

aa
g

ac
c

gc
g ttt tg
a

gt
c

ac
t

tg
c tc
t

at
t

aa
c

at
c

ct
c

ca
c

tc
c tg
t

ga
t

ca
a ct
t

ttg ttc at
a

ca
t

gt
t

cg
g

ta
a

cc
g

tc
a tta ta
t

cg
c

gt
a

ta
g

ct
a

ta
c

cg
t

ac
g

cg
a

tc
g

TGA +(4–6)

Ге
ны

, %

gg
g

cc
c

ag
g

gc
c

gg
c

ag
c

ca
g

aa
g

cc
a

ga
g

ct
g

aa
a

ga
a

gt
g

ga
c

cc
t

aa
t

ac
c

ag
a

gg
a

ct
c

gc
a

at
g

cc
g

tg
a

gc
t

ac
t

tg
g

tc
c

ac
a

gc
g

ca
c ct
t

cg
c

ga
t

tg
t

aa
c ttt ca
a

gg
t

ttc ag
t

tg
c

ca
t

ttg ta
a at
t

cg
g gt
t

gt
c

at
c

tc
a tc
t

gt
a ta
t

tta ac
g

ct
a

at
a

ag
a

ta
g

ta
c

cg
t

tc
g

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

TAG +(4–6)

Ге
ны

, %

aa
a

aa
t

at
g

aa
g

ag
g

ag
a

at
a

ga
a

gg
a

ac
a

ag
c

ct
g

ac
t

gg
g

ga
g

gg
c at
t

aa
c ttt gt
g

gc
c

ac
c

ta
a ta
t

ca
g

tg
a

tg
g

gc
a

gg
t

at
c tc
t

cc
a

ct
c

tc
a tg
t

ttg cc
c ct
t

gt
t

ca
a

ca
a

tg
c

ag
t

ttc ga
c

ca
t

gc
t

tta cc
t

gt
c

gt
a

tc
c

ct
a

ta
c

ta
g

ga
t

ac
g

cg
g

cg
t

cc
g

cg
c

gc
g

cg
a

tc
g

1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

TAA +(4–6)

Ге
ны

, %

2.0

1.2
1.0

0.2
0

ct
g

cc
c

ca
g

gc
c

cc
t

tg
g

cc
a

gg
g

tg
c

gg
c

gg
a

ca
c

tc
c

ct
c

ga
g

gc
t

ag
g

ga
a

ag
a ttc ag
c

tc
a

gc
a

tg
a tg
t

cc
g

aa
g ttt aa
a ct
t

ca
a

ac
a

ca
t

gt
g

at
g

ac
c

ga
c tc
t

ttg cg
c at
t

cg
g

aa
c

gt
c

at
c

aa
t

ag
t

gg
t

ac
t

gt
t

tta ct
a

ta
a

ta
c

ta
g ta
t

gc
g

ga
t

at
a

gt
a

cg
t

ac
g

tc
g

cg
a

TGA +(7–9)

0.4
0.6
0.8

1.4
1.6
1.8

ca
g

cc
a

ct
g

tc
c

cc
t

tg
g

ag
g

ga
g

ct
c

gg
a

gg
g

gc
c

tc
a

ca
c ct
t

gg
c

ag
a

ga
a

gc
a

ag
c

gt
g

cc
g

ac
a

tc
c ttt ca
a ttg aa
g

aa
a

tg
a

tg
c

ct
a

cg
g

cg
c tc
t

ga
c tg
t

at
g

gc
g ttc ag
t

ac
c at
t

gc
t

tta gt
c ta
t

aa
t

ac
t

ca
t

gg
t

ta
a

aa
c

at
c

ga
t

ta
c

cg
t

ta
g gt
t

gt
a

at
a

ac
g

cg
a

tc
g

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

TAG +(7–9)

aa
g

ct
g

aa
a

ca
g ttt ag
a

cc
a tc
t

tg
g

ga
a

ac
t

tg
t

cc
t

gg
a

tc
c

gc
c

aa
t

gc
a

tc
a ct
t

ttc ac
a at
t

at
g

cc
c

ga
g

ta
a

ca
t

ca
c

tg
a

ct
c

gc
t

ttg gg
g gt
t

ca
a

gg
c ta
t

tg
c

ag
g

gg
t

at
a

ag
c

ac
c

at
c

gt
c

ga
t

aa
c

ag
t

tta gt
g

gt
a

ct
a

ta
c

ga
c

ta
g

cg
g

cc
g

cg
c

gc
g

cg
t

ac
g

tc
g

cg
a

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4

0.2

0

TAA +(7–9)

0.1

0.3

Таблица 3. 3'-Контексты стоп-кодонов, выбранные для экспериментального анализа эффективности термина-
ции трансляции

Название Стоп-кодон 3'-контекст

Стандартный UAA UAG UGA UGU GUG

А-богатый (распространенный для UAA) UAA UAG UGA AAA CUG

G-богатый (распространенный для UAG/UGA) UAA UAG UGA GGG CUG

Редкий UAA UAG UGA UCG UCG
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ковой в присутствии всех трех 3′-контекстов. Та-
ким образом, нам не удалось увидеть однознач-
ной корреляции между эффективностью терми-
нации трансляции и частотой встречаемости
нуклеотидов в составе 3′-контекста, за исключе-
нием последовательности AAA CUG, следующей
за стоп-кодоном UAA. По-видимому, частота ис-
пользования нуклеотидов в 3'-области стоп-кодо-
на определяется некими другими факторами.

A/G-состав 3 '-контекстов стоп-кодонов влияет 
на эффективность терминации трансляции in vitro

AT- и GC-состав генов определяет использова-
ние стоп-кодонов UAA и UAG/UGA соответ-
ственно [14]. Мы предположили, что AT- и GC-
состав генов определяет также репертуар нуклео-
тидов в 3′-контексте стоп-кодонов. В таком слу-
чае распространенный контекст для стоп-кодона

Рис. 4. Примеры кинетических кривых гидролиза пептидил-тРНК, индуцируемого факторами терминации человека,
на стандартном контексте с добавлением eRF1 (а), eRF1 + eRF3 (б), на распространенном контексте с добавлением
eRF1 (в), eRF1 + eRF3 (г), на редком контексте с добавлением eRF1 (д), eRF1+eRF3 (е). Доля меченного [35S] тетра-
пептида (MVHL), выщепляющегося из комплексов терминации, показана как функция от времени. Значение, равное еди-
нице, соответствует максимальному значению гидролиза пептидил-тРНК, индуцируемого факторами терминации.
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UAA должен быть А-богатым и G-богатым для
UAG/UGA (табл. 3). Чтобы проверить эту гипоте-
зу, мы поместили А- и G-богатый контексты в со-
ответствующие плазмиды, получили набор мРНК
и определили влияние контекстов стоп-кодонов на
эффективность терминации трансляции в рекон-
струированной системе эукариотической трансля-
ции. Мы обнаружили, что эффективность терми-
нации трансляции на G-богатом контексте, следу-
ющим за стоп-кодоном UAA (UAA GGG CUG), а
также на А-богатом контексте за стоп-кодонами
UAG/UGA (UAG/UGA AAA CUG) значительно
снижалась в сравнении с распространенными
контекстами этих стоп-кодонов (рис. 6а). Этот
эффект сохранялся как при терминации трансля-
ции одним фактором eRF1, так и при добавлении
смеси факторов eRF1 + eRF3c (рис. 6б). Таким
образом, нам удалось подтвердить важность A/G-
состава в 3'-области стоп-кодонов для эффектив-
ного гидролиза пептидил-тРНК в ходе термина-
ции трансляции.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Мы использовали сочетание биоинформати-

ческого анализа частот встречаемости нуклеоти-
дов в 3′-области стоп-кодонов в геноме человека
и экспериментальную проверку выбранных по-
следовательностей в эукариотической системе
трансляции in vitro. На основании данных о ча-
стотах встречаемости нуклеотидов (рис. 1–3) для
экспериментальной проверки влияния контек-
стов на эффективность терминации трансляции
отобрали распространенные, редкие и среднеста-
тистические контексты стоп-кодонов (табл. 3).
Эксперименты с модельными контекстами не
выявили связи между частотами встречаемости
3′-контекстов и их влиянием на эффективность
терминации трансляции. Однако в ходе работы об-
наружено, что А/G-состав контекстов модулирует
эффективность терминации трансляции в зависи-
мости от стоп-кодона. Так, А-богатый контекст по-
казал повышенную эффективность терминации на
UAA-кодоне и пониженную – на UAG и UGA, а

Рис. 5. Влияние 3′-контекстов стоп-кодонов на эффективность гидролиза пептидил-тРНК. Эффект частоты встреча-
емости нуклеотидных контекстов на высвобождение пептида, индуцированное фактором eRF1 (а) и комплексом
eRF1+eRF3c (б). Звездочками (**) обозначена статистически значимая разница относительно контроля p < 0.01 (n = 3).
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G-богатый наоборот – повышенную эффектив-
ность на UAG/UGA и пониженную на UAA (рис. 6).
Судя по всему, влияние 3′-контекста определяет-
ся не точной последовательностью нуклеотидов,
а предпочтением А-богатого контекста для UAA и
G-богатого для UAG- и UGA-стоп-кодонов, что в
целом подтверждается частотами встречаемости
различных нуклеотидов в 3′-области стоп-кодо-
нов (рис. 1–3). Этот результат объясняет отсут-
ствие значительной разницы в эффективностях
терминации на UAG- и UGA-стоп-кодонах с ис-
пользованием контекстов с различными частота-
ми встречаемости в геноме (рис. 5).

Интересно, что в одной из недавних работ по
определению 3′-контекстов стоп-кодонов, влия-
ющих на эффективность терминации трансляции
и уровень сквозного чтения в клетках эукариот
[17], проанализированы последовательности, схо-
жие с выявленными нами распространенными и
редкими контекстами. По полученным данным
[17], последовательности стоп-сигналов UAA
AAA, UAG GGG и UGA GGG в клетках млекопи-
тающих показали уровень терминации трансля-
ции, близкий к норме. На сигналах UAA GGG,
UAG AAA и UGA AAA уровень сквозного чтения
несколько повышался, хотя изменения нельзя
назвать драматическими. Это подтверждает наши
данные о снижении эффективности терминации
при смене контекстов на А- и G-богатые в чистой
системе эукариотической трансляции (рис. 6а, б).
Примечательно, что эффект от смены контекста
для разных стоп-кодонов [17] в клетках был не
столь выражен, как в нашей системе in vitro, что,
по-видимому, указывает на имеющийся в клетке
механизм “спасения” в ситуации снижения эф-
фективности терминации трансляции. Также по-
казано [17], что сигналы UAA UCG, UAG UCG и
UGA UCG, которые содержат после стоп-кодона
первый триплет из выявленного нами редкого 3′-
контекста, определяли либо нормальный уровень
терминации (UAG UCG), либо очень слабое
сквозное чтение (UAA UCG и UGA UCG), что
также соответствует нашим результатам. Мотив
UGU, соответствующий первому триплету из на-
шего стандартного контекста, также рассматри-
вавшийся в этом исследовании, практически не
менял эффективность терминации на стоп-кодо-
не UAA, однако слабо увеличивал сквозное чте-
ние стоп-кодонов UAG и UGA в клетках. В нашей
работе существенное изменение эффективности
терминации трансляции в зависимости от кон-
текста на стоп-кодоне UAA (почти в 3 раза) на-
блюдалось лишь в присутствии фактора термина-
ции класса 2 eRF3. В отсутствие eRF3 разница в
эффективности терминации в комплексах с раз-
ными контекстами не превышает 30%. Таким об-
разом, влияние 3′-контекста проявляется в боль-

шей степени при совместной работе факторов
терминации трансляции. Мы предполагаем, что
этот эффект связан с направленным изменением
конформации фактора eRF1 при взаимодействии
с eRF3 и уменьшением угла между его С- и N-до-
менами, которое приводит к сближению C-домена
eRF1 с 3'-областью стоп-кодонов [23]. Возможно,
это способствует распознаванию фактором терми-
нации eRF1 области мРНК за стоп-кодоном, что, в
конечном итоге, изменяет эффективность узнава-
ния стоп-кодона и осуществления гидролиза пеп-
тидил-тРНК.

Недавно в культуре клеток человека с исполь-
зованием рибосомного профайлинга также был
проведен анализ последовательностей вокруг
стоп-кодонов, способствующих сквозному чте-
нию после обработки аминогликозидными анти-
биотиками [24]. По результатам этой работы бы-
ли сделаны несколько иные выводы: контексты,
содержащие большое количество А и Т, способ-
ствуют повышению сквозного чтения стоп-кодо-
нов, тогда как G- и C-богатые мотивы, напротив,
обеспечивают эффективную терминацию транс-
ляции. Однако здесь нет явного противоречия с
нашими данными, так как нуклеотидный состав
контекстов анализировали без привязки к опре-
деленному типу стоп-кодона, таким образом усред-
няя имеющиеся эффекты [24]. Кроме того, стоит
отметить, что сквозное чтение стоп-кодонов, на-
блюдаемое в клетках, – это сложный процесс с уча-
стием аминоацил-тРНК, которые конкурируют с
фактором терминации eRF1 за распознавание стоп-
кодонов. В нашей же чистой in vitro системе на ста-
дии терминации трансляции не использовались
конкурирующие тРНК, поэтому мы имеем воз-
можность судить о непосредственном влиянии
выявленных контекстов на эффективность тер-
минации.
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СОКОЛОВА и др.

THE INFLUENCE OF A/G COMPOSITION OF 3' STOP CODON CONTEXTS 
ON TRANSLATION TERMINATION EFFICIENCY IN EUKARYOTES

E. E. Sokolova1, P. K. Vlasov2, T. V. Egorova1, A. V. Shuvalov1, and E. Z. Alkalaeva1, *
1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

2Institute of Science and Technology, Klosterneuburg, 3400 Austria
*e-mail: alkalaeva@eimb.ru

Translation termination is a finishing step of protein biosynthesis. The significant role in this process belongs
not only to protein factors of translation termination, but also to nearest nucleotide environment of stop co-
dons. There are numerous descriptions of stop codons read through, which is due to specific nucleotide se-
quences behind them. However, represented data are segmental and don’t explain the mechanism of the nu-
cleotide context influence on translation termination. It is known, that stop codon UAA usage is preferential
for A/T-rich genes, and UAG, UGA – for G/C-rich genes, which is related to an expression level of these
genes. We investigated the connection between frequency of nucleotides occurrence in 3' area of stop codons
in human genome and their influence on translation termination efficiency. We found, that 3′ context motif,
which is cognate to the sequence of stop codon, stimulates translation termination. At the same time, nucle-
otide composition of 3′ sequence that differs from stop codon, decreases translation termination efficiency.

Кeywords: stop codon, 3′ context, translation termination, stop codon read through, ribosome
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