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I. ВВЕДЕНИЕ
Инициация трансляции – это процесс подготовки рибосомы к началу 
синтеза белковой цепи. Это сложный процесс, который у эукариот 
состоит из двух главных этапов: формирования так называемого 48S 
преинициаторного комплекса на малой рибосомной субчастице, в 
Pсайте которой инициаторный кодон мРНК спарен с антикодоном 
ини циаторной тРНК, и объединения 48S комплекса с большой рибо
сомной субчастицей с образованием 80S инициаторного комп лекса, 
гото вого к началу элонгации. Самым важным является пер вый этап, 
поскольку именно на нем осуществляется регуляция экспрессии 
генов на уровне трансляции у эукариот. На подавляющем боль
шинстве эука риотических мРНК 48S комплексы формируются 
путем так назы ваемого «сканирующего» механизма. Считается, 
что такой тип инициации состоит из 3 этапов: (1) присоединение к 
кэппи ро ван ному 5'концу мРНК 43S преинициаторного комплекса, 
состоя щего из 40S рибосомной субъединицы, тройственного ком
плекса eIF2:ГТФ:МеттРНКмет

i, факторов инициации eIF3, eIF1, 
eIF1A и, воз можно, eIF5; (2) сканирование 5'нетранслируемой 
области (5'НТО) в направлении от 5' к 3'концу мРНК в поисках 
ини циа тор ного кодона при участии факторов eIF4A, eIF4B и eIF4F; 
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(3) узнавание инициаторного кодона и образование 48S преини
циатор ного комплекса [1].
 Предложенная много лет назад, эта простая и изящная модель 
позво лила свести воедино большое количество экспериментальных 
данных и выдержала множество попыток опровержения. Тем не 
менее, до недавнего времени она оставалась лишь гипотезой. 
Основ ными точками приложения усилий исследователей были 
этапы (1) и (3), т. е. описание процессов формирования 43S и 48S 
преини циаторных комплексов, которые можно относительно легко 
выделить и охарактеризовать. Динамический характер второго 
этапа – сканирования – не позволял локализовать устойчивые проме
жу точные состояния, доступные для подробного изучения. Также не 
удавалось точно измерить кинетические параметры скани ро вания. 
Лишь недавно были достигнуты заметные успехи в этой области. 
Были измерены временные параметры инициации и детально охарак
теризован процесс сканирования. Также были пред ло жены убеди
тельные физические модели направленного движения ини циирую
щей рибосомной субчастицы. Кроме того, в последнее время было 
показано, что каноническая модель инициации трансляции является 
более универсальной, чем считалось ранее, и некоторые альтер на
тивные типы инициации являются лишь вариантами основного кле
точ ного механизма. Все это позволило создать более полную картину 
эукариотической инициации трансляции.
 Данный обзор посвящен краткому изложению эксперименталь
ных данных, накопленных к настоящему моменту, и критическому 
анализу существующих моделей процесса сканрования. Нами была 
сделана попытка нарисовать более или менее стройную картину этого 
важного этапа эукариотической трансляции.

II. РОЛЬ 5'-КОНЦА мРНК В ИНИЦИАЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ

ПРИСОЕДИНЕНИЕ 43S ПРЕИНИЦИАТОРНОГО КОМПЛЕКСА К мРНК

Хотя 43S преинициаторные комплексы способны сами по себе свя
зы ваться с 5'концом модельных мРНК с полностью неструкту ри
ро ванными 5'НТО [2], природные лидерные последовательности 
обла дают достаточно развитой вторичной структурой, поэтому для 
присоединения к ним 43S комплексов необходимо кооперативное 
дейст вие факторов инициации eIF4E, eIF4G и eIF4A, являющихся 
субъединицами фактора eIF4F, и фактора eIF4B (eIF4H). Считается, 
что связывание комплекса eIF4F/eIF4B/PABP с кэппированным 5' и 
полиаденилированным 3'концами мРНК предшествует связы ва нию 
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43S комплекса, расплетая элементы вторичной структуры и под го
тав ливая площадку для его посадки. Кэпструктура матричной РНК 
узнается фактором инициации eIF4E. Хотя было показано, что eIF4G 
имеет собственное сродство к РНК [3, 4], именно eIF4E обеспечивает 
спе цифическое взаимодействие eIF4F с 5'концом матрицы. В ряде 
работ было показано, что связывание eIF4G с eIF4E в составе eIF4F 
индуцирует структурные изменения, которые существенно уси
ли вают сродство eIF4E к кэпу [5, 6], однако другие исследования 
не обнаружили существенного изменения сродства [7–9]. Другая 
субъеди ница eIF4F – АТФзависимая DEADбокс РНКхеликаза 
eIF4A – расплетает 5'концевые элементы вторичной структуры, при
чем фактор eIF4B (или eIF4H) стимулирует хеликазную активность 
eIF4A, вероятно, препятствуя обратному схлопыванию вторичной 
структуры РНК. Несмотря на то, что фактор eIF4A в конце концов 
диссо циирует с мРНК после гидролиза АТФ, eIF4F комплекс остается 
заякоренным на 5'конце матрицы посредством взаимодействия eIF4E 
с кэпом, и цикл расплетания вторичной структуры мРНК может 
повторяться, поддерживая 5'проксимальный район в постоян ной 
готовности к присоединению рибосомной субчастицы. Убеди
тель ным свидетельством в пользу предварительной посадки eIF4F 
на 5'конец мРНК является сохранение взаимодействия этого 
фактора с мРНК ферритина в условиях блокирования посадки 40S 
субчастицы 5'проксимальным IRP/IRE комплексом [10]. Cчитается, 
что молекулы PABP, сидящие на полиаденилированном 3'конце 
мРНК, взаимодействуют с eIF4Gсубъединицей фактора eIF4F, при
вле кая к себе кэппированный 5'конец мРНК. В итоге, происходит 
сбли жение 5' и 3'концов матричной РНК и образуется так называе мая 
«замкнутая петля» мРНК [11]. Методом атомносиловой микроскопии 
было прямо показано, что полиаденилированные и кэппированные 
мРНК in vitro образуют кольцевую структуру в присутствии PABP 
и eIF4F [12]. 
 Существуют логические противоречия, которые не поз во ляют 
одно значно принять модель предварительной посадки eIF4F/eIF4B/
PABP комплекса. Малая рибосомная субчастица, будучи связан ной 
с факторами eIF1, eIF1A и eIF3, нахо дится в конформации, обес
пе   чи  вающей, кроме всего прочего, надеж ность сканирования и 
предотвра щающей сход инициирую щего комп лекса с мРНК. Это 
озна чает, что и посадка субчастицы в такой конформации непосредст
венно на внутренний учас ток мРНК должна быть затруднена. Это 
подтверждается много чис ленными независимыми данными, такими 
как невоз мож ность инициации на кольцевой мРНК [13, 14], участие 
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5'конца мРНК в кэпнезависимой инициации [15] и т. д. Трудно пред
по  ло жить, что фактор eIF4E, связанный с кэпом, может пройти в канал 
для мРНК на малой субчастице. Это означает, что в случае предва
рительно севшего eIF4F/eIF4B/PABP комплекса ини ции рующая 
субчастица перед началом сканирования должна связаться с внутрен
ним участком мРНК. Можно пред положить, что ини циа торный 
комплекс «размыкается» при взаимодействии с eIF4G, позволяя 
подоб ное связывание, однако, в соответствии с большинством 
существующих моде лей, eIF4G входит в инициирующий комплекс в 
течение всего процесса сканирования, т. е. его присутствие не должно 
приво дить к ослаблению взаимодействия и увеличению вероятности 
схода рибосомы в процессе инициации. Тот факт, что eIF4G меняет 
свою конформацию при взаимодействии с eIF4E [5, 16, 17], отчасти 
снимает это возражение, если допустить, что отсоединение eIF4E от 
инициа торного комплекса с началом ска нирования (см. ниже) приво
дит к увеличению сродства комп лекса к мРНК. Кроме того, было 
показано, что объединение eIF4G [18] или eIF4E [19] в химерный 
белок с IRP1 приводит к внутренней инициации при образовании 
комплекса с IRE, распо ложенного между цистронами.
 В качестве альтернативы можно предположить, что eIF4F/eIF4B/
PABP связан с преинициаторным комплексом до его посадки на 
мРНК. В этом случае первый акт инициации сводится к «про де ва
нию» кэппированного 5'конца мРНК в направляющий канал с после
дующим взаимодействием его с фактором eIF4E (рис. 1). В пользу 
этого свидетельствует наличие высокого сродства eIF4G к фактору 
eIF3. В условиях большого избытка фактора eIF3 и 40S субчастиц по 
отношению к eIF4F в клетке [20, 21] наличие такого взамодействия в 
равно весии является более чем вероятным. Кроме того, такая модель 
делает процесс инициации более универсальным, сглаживая различия 
между кэппированными и некэппированными мРНК и сводя их 
просто к уменьшению сродства при сохранении основного механизма. 

Рис. 1. Схема предполагаемого распо
ло жения факторов инициации на 40S 
рибосомной субчастице.
 Вид со стороны головки. Номера 
соот ветствуют номенклатуре факторов 
ини циации (eIF). Составлено по дан ным 
криоэлектронной микроскопии [71].
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В случае же предварительного связывания eIF4F/eIF4B/PABP при 
кэпзависимой инициации посадка преинициаторного комплекса 
на некэппированную мРНК должна происходить по существенно 
отличающемуся механизму. В этой связи важным является вопрос 
об эффективности трансляции мРНК с короткими лидерами, т. е. о 
мини мальном расстоянии от кэпа до AUG, при котором возможно 
попадание инициаторного кодона в Pсайт. Если такое расстояние 
существует, это будет означать, что при кэпзависимой инициации 
взаим ное расположение инициирующей рибосомной субчастицы и 
5'конца мРНК строго фиксировано и «продевание» мРНК во входной 
рибо сомный канал маловероятно. Ранние исследования показали, 
что эффективность инициации на первом AUG кодоне in vitro падает 
при длине 5'НТО меньше 12 нуклеотидов [22]. Однако, величина 
наблю даемого эффекта была лишь около 50%. Современные данные 
свидетельствуют в пользу того, что уменьшение эффективности 
инициации на AUG кодонах, близких к 5'концу, свидетельствует 
скорее о диссоциации инициаторного комплекса под действием 
фактора eIF1, чем о принципиальной невозможности инициации на 
таких кодонах [2]. Кроме того, была продемонстрирована эффектив
ная кэпзависимая инициация трансляции на мРНК с очень короткими 
лидерами (45 нуклеотидов) в бесклеточных системах из зародышей 
пшеницы и клеток млекопитающих [23, 24]. Таким образом, по край
ней мере в некоторых случаях 5'концевые AUG кодоны доступны 
для инициации, что противоречит необходимости нахождения eIF4E
связанного кэпа с 5'стороны от инициирующей субчастицы (вне 
канала выхода) в процессе связывания преинициаторного комплекса 
с мРНК. Для того чтобы достоверно подтвердить или опровергнуть 
каждую из этих моделей, необходимо провести кинетические иссле
до вания последовательности событий эукариотической инициации, 
аналогично тому, как это было недавно проделано для изучения 
инициации трансляции в прокариотах (см. [25]).
 Несколько особняком стоит вопрос о возможности и распростра
ненности 5'концевой кэп и IRESнезависимой инициации трансля
ции в эукариотах. В реконструированной системе трансляции было 
прямо показано, что на синтетических мРНК с некэппированными и 
неструктурированными 5'НТО возможно формирование 48S преини
циаторного комплекса с участием только факторов инициации eIF1, 
eIF1A, eIF3 и тройственного комплекса [2]. При такой инициации фак
торы четвертой группы (eIF4F, eIF4A, eIF4B) и АТФ оказываются не 
нужны. Также была показана возможность эффективной трансляции 
некэппированной мРНК Tat белка вируса иммунодефицита человека 
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в лизатах клеток HeLa. Инициация на этой мРНК подавлялась введе
нием как стабильных шпилек, так и дополнительных рамок счи ты
вания в 5'НТО, что свидетельствует в пользу связывания 5'конца 
мРНК преинициаторным 43S комплексом с последующим скани
ро ванием [15]. Очень интересны данные, говорящие об участии 
факторов eIF4E и eIF4G в кэпнезависимой инициации. Было пока
зано, что обработка фактора eIF4G пикорнавирусной протеазой 
[26, 27] или добавление в систему его центрального домена [28] 
сущест венно стимулируют трансляцию некэппированных мРНК. В 
обоих случаях из процесса трансляции исключается фактор eIF4E. 
Поскольку связывание eIF4E вызывает существенную перестройку 
фактора eIF4G [5, 16, 17], был сделан вывод, что центральный домен 
eIF4G в отсутствие eIF4E имеет повышенное сродство к 5'концу 
мРНК, способствуя связыванию 43S преинициаторного комплекса 
и началу процесса инициации. В недавней работе Андреева с соавт. 
[29] был проведен систематический анализ инициации трансляции 
на некэп пированных мРНК с длинными природными 5'НТО. 
Оказалось, что степень влияния 5'концевой кэпструктуры на эффек
тивность инициации in vivo существенно отличается для разных 
лидеров, но при этом отсутствует корреляция с длиной и вторичной 
структурой 5'НТО. Было сделано предположение, что эффективная 
5'зависимая инициация трансляции на некэппированных мРНК 
может определяться специальными 5'концевыми участками мРНК, 
анало гичными обнаруженным в 3'НТО мРНК многих вирусов энхан
серам кэпнезависимой инициации трансляции (CITE). Такие 5'CITE 
последовательности должны связывать фактор eIF4F и через него – 
43S преинициаторный комплекс, обеспечивая начало сканирования с 
5'конца, как и при обычной кэпзависимой инициации (см. [30, 31]). 
Нельзя также исключить возможность того, что стимуляция кэпнеза
висимой инициации, описанная выше, вызывается не изменением 
сродства eIF4G к мРНК, а удалением кэпсвязывающего фактора eIF4E. 
Если инициация начинается с «нанизывания» 43S преинициаторного 
комплекса на 5'конец мРНК, то можно предположить, что eIF4E, 
нахо дясь возле канала выхода мРНК, будет стерически препятство вать 
завершению этого процесса, тогда как в случае кэппированной мРНК 
взаимодействие eIF4E с 5'концевым m7G будет компенсировать этот 
эффект. 
 Интересный вопросом является возможность прямого связывания 
80S рибосом с 5'НТО с последующей инициацией трансляции на 
прокси мальном AUG кодоне. Было показано, что в системе трансля
ции из клеток млекопитающих может происходить бесфакторное 
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свя зы вание 80S рибосом с безлидерной мРНК с последующей транс
ля цией целевой кодирующей последовательности [32]. В качестве 
примера связывания 80S рибосом с достаточно длинными 5'НТО 
можно привести Ωлидер из РНК вируса табачной мозаики, для 
кото рого было достоверно продемонстрировано связывание двух 80S 
рибо сом, хотя есть свидетельства в пользу того, что этот эффект мог 
быть вызван абберантной инициацией на AUU кодоне, расположен
ном вблизи 5'конца мРНК [14]. В любом случае, эти примеры отра
жают особые ситуации, редко встречающиеся в природе.

НАЧАЛО СКАНИРОВАНИЯ: ПОТЕРЯ СВЯЗИ С КОНЦОМ мРНК

Итак, считается, что эукариотическая инициация начинается со 
свя зы вания 43S инициаторного комплекса с 5'концом мРНК через 
форми рование цепочки взаимодействий кэпeIF4EeIF4GeIF340S. 
Следую щий этап, так называемое сканирование, обеспечивает поиск 
инициаторного кодона в последовательности мРНК и подразумевает 
движение инициирующей 40S субчастицы вдоль 5'НТО, или, иными 
словами, протягивание нуклеотидной цепочки через AUGузнающий 
центр инициаторного комплекса. При этом выглядит логичным, что 
цепочка кэпeIF4EeIF4GeIF340S должна рваться в какомлибо 
месте, обеспечивая отсоединение сканирующего комплекса от 5'конца 
мРНК и свободное его скольжение в 3'направлении. Высказанное 
ранее предположение о потере связи между кэпструктурой и инициа
торным комплексом кажется теперь маловероятным, поскольку 
афин ность кэпа к интактному eIF4F комплексу довольно высока и не 
обнаружено процессов, ее модулирующих. Предполагалось также, 
что eIF4F/PABP отрывается целиком от сканирующего инициа
тор ного комплекса, оставаясь связанным с кэпом и 3'концевой 
поли(А) последовательностью, что непосредственно обеспечивает 
воз можность нового акта инициации на той же мРНК. Однако такой 
вариант развития событий противоречит большинству существую щих 
моделей сканирования, которые включают eIF4F в качестве основ ного 
мотора, обеспечивающего направленное движение инициирующей 
субчастицы (см. ниже). Экспериментально было показано, что eIF4F 
необходим для эффективной инициации на структурированных 
лидерах [2]. Был сделан вывод, что именно eIF4A хеликаза в составе 
eIF4F комплекса с помощью eIF4B(4H) обеспечивает свободное дви
же ние инициирующего комплекса, расплетая мРНК. Трудно пред по
ло жить, что eIF4F может выполнять подобную функцию, не будучи 
свя зан ным со сканирующей рибосомной субчастицей.



О.М.Алехина, К.С.Василенко134

 На настоящий момент наиболее вероятным считается отсоеди
не ние eIF4Eсубъединицы комплекса eIF4F, т. е. разрыв связи 
eIF4EeIF4G. Обратимая диссоциация eIF4E от eIF4G была пока
зана экспериментально и, более того, является биологически зна
чи мой, поскольку лежит в основе одного из главных механизмов 
регуляции экспрессии генов на уровне трансляции (см. [33]). Можно 
предположить еще одну специфическую роль фактора eIF4E. 
Большинство существующих моделей сканирования не под ра
зумевают абсолютно однонаправленного движения рибосомной суб
час тицы вдоль 5'НТО, а оперируют, скорее, терминами случайного 
блуждания с некоторым усредненным преимуществом движения в 
3'направлении. Если исходить из таких моделей, ничего не мешает 
43S комплексу при случайном 3'→5' движении соскользнуть со сво
бод ного 5'конца мРНК после разрыва непосредственной связи с 
кэпом. В этом случае отделившийся от комплекса, но сохраняющий 
связь с концом мРНК фактор eIF4E может служить своего рода 
«заглушкой», блокирующей такое обратное движение. Вместе с 
тем, было показано, что взаимодействие свободного фактора eIF4E 
с кэп пированным концом мРНК является довольно лабильным и не 
детек тируется неравновесными методами анализа. Если исходить 
из этих данных, eIF4E не может служить постоянной «заглушкой» 
на 5'конце мРНК, однако достаточно, чтобы он играл роль такого 
огра ничителя в начальный, критический момент сканирования. 
 Для того чтобы исключить необходимость разрыва цепочки 
взаимодействий eIF4EeIF4GeIF340S, в свое время была предложена 
модель «петлевого» сканирования, или «эгоистичной мРНК», при 
кото ром инициаторный комплекс остается связанным с 5'концом 
мРНК в течение всего процесса поиска AUG кодона. В процессе 
ска ни ро вания 5'НТО мРНК «выпетливается» из инициаторного 
комп лекса, и связь его с 5'концом матрицы разрушается только после 
окончательного узнавания инициаторного кодона и присоединения 
60S субчастицы. Это позволяет обойти вышеуказанные проблемы 
целост ности инициаторного комплекса и подразумевает нахождение 
мРНК в постоянной кольцевой конформации, формирование которой 
было продемонстрировано in vitro. Однако, подобная модель вступает 
в проти воречие с некоторыми экспериментальными данными. 
Поскольку при подобном способе сканирования 5'конец мРНК 
пос тоянно связан, то он недоступен для участия в очередном акте 
ини циации вплоть до окончания предыдущего, то есть на одной 
моле куле мРНК в каждый момент времени может находиться лишь 
одна сканирующая субчастица. Если считать, что продолжительность 
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акта инициации увеличивается при увеличении длины 5'НТО, то 
подобное ограничение числа одновременно инициирующих рибо
сом должно приводить к увеличению промежутка времени между 
отдель ными актами инициации на конкретной мРНК, т. е., иными 
словами, уменьшать частоту, или эффективность инициации. Это 
должно отражаться в уменьшении скорости синтеза белка при уве
ли чении длины 5'НТО. Однако имеющиеся данные, полученные in 
vivo, опровергают это предположение. В клетках дрожжей и мле ко
пи тающих синтез белка слабо зависит от длины лидерной после до
вательности мРНК [34–36]. Более того, в экстрактах из клеток млеко
пи тающих удлинение 5'НТО без добавления структурных элементов 
в ряде случаев приводило к увеличению эффективности трансляции 
[37]. В дрожжевых клетках было показано быстрое формирование 
полисом высокого порядка на трансфецированной целевой мРНК 
с очень длинной 5'НТО [35], что также означает высокую частоту 
инициации, маловероятную при реализации вышеприведенного 
механизма. С другой стороны, при трансляции in vitro в ряде случаев 
была продемонстрирована отрицательная зависимость скорости син
теза белка от длины 5'НТО [24, 35]. Это может свидетельствовать 
в пользу «петлевой» модели, но чаще объясняется существенной 
вероят ностью схода инициирующей рибосомной субчастицы с 
мРНК (offrate). В принципе, неудача попыток визуализации цепочки 
инициирующих рибосом тоже косвенно говорит в пользу модели 
одной сканирующей субчастицы. В целом, на данный момент такая 
модель считается маловероятной, несмотря на отсутствие прямых 
дока зательств ее несостоятельности.

III. СКАНИРОВАНИЕ 5'-НТО мРНК
После присоединения к мРНК 43S преинициаторные комплексы 
сканируют нуклеотидную последовательность 5'НТО в поисках 
инициа торного кодона. Такая модель впервые была предложена 
Мэри лин Козак [38, 39] более 30 лет назад и доработана позднее в 
свете новых экспериментальных данных [1]. Предположение о том, 
что инициирующая рибосомная субчастица должна двигаться вдоль 
5'НТО в поисках инициаторного кодона, основывалось на нес коль
ких наблюдениях. Так, было показано, что вставка стабиль ных эле
мен тов вторичной структуры в 5'НТО блокирует транс ляцию [22, 
40, 41]. Кроме того, была экспериментально продемонст ри ро вана 
достоверность «правила первого AUG кодона», согласно кото рому 
инициация должна происходить на ближайшем к 5'концу инициа
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торном кодоне. Введение дополнительных AUG кодонов или корот
ких рамок считывания в 5'НТО в большинстве случаев приво дило к 
ингибированию инициации трансляции целевого белка на пра виль
ном AUG [1, 42, 43].
 Несмотря на большое количество косвенных данных, свидетель ст
вующих в пользу существования процесса сканирования, до сих пор 
не удалось прямо доказать движение рибосомных субчастиц вдоль 
5'НТО, выделить и охарактеризовать промежуточные состояния 
между актами узнавания 5'конца мРНК и формирования 48S комп
лекса на AUG кодоне. Обычно в качестве примера визуализации 
процесса сканирования приводится классический эксперимент, в 
котором добавление антибиотика эдеина, блокирующего присое ди не
ние большой рибосомной субчастицы на позднем этапе инициации, 
при во дило к связыванию сразу нескольких 40S субчастиц с мРНК [38]. 
Однако, длина 5'НТО мРНК, использованной в этих экспериментах, 
была недостаточна для размещения нескольких сканирующих 40S 
субчастиц, и сами авторы объяснили свой результат связыванием 
ини циирующих рибосомных комплексов с мРНК внутри рамки 
счи тывания. То есть, если говорить в современных терминах, наблю
далась не цепочка сканирующих 43S комплексов, а несколько 48S 
преинициаторных комплексов, утративших изза действия анти био
тика сродство к инициаторному кодону и «проскользнувших» дальше 
вдоль цепи мРНК. Некоторые свидетельства остановки сканирующей 
субчастицы в процессе сканирования были получены из данных по 
защите мРНК от нуклеазного гидролиза при ингибировании инициа ции 
стабильными элементами вторичной струтуры в 5'НТО [40]. Можно 
также упомянуть данные тупринтинга – блокирования связан ным 
рибосомным комплексом обратной транскрипции мРНК – согласно 
которым в реконструированной системе трансляции в отсутствие 
фак торов инициации eIF1 и eIF1A 40S субчастица не достигает AUG 
кодона, а застревает в некоем промежуточном положении на 5'НТО, 
что также можно было бы интерпретировать как неоконченное ска
ни рование [44]. Однако, эксперименты с конкурентной мРНК пока
зы вают, что после добавления факторов инициации eIF1 и eIF1A 
рибосомная субчастица не может продолжить сканирование с такой 
проме жуточной позиции, а должна предварительно диссоциировать 
с мРНК и начать инициацию заново [2, 44]. То есть, и этот результат 
не может служить достоверным примером локализации сканирующей 
рибо сомной субчастицы на 5'НТО.
 Неудачи визуализации процесса сканирования привели к появ
ле нию модели, в которой выбор преимущественно 5'проксималь
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ного AUG кодона определяется не миграцией 40S субчастицы, а 
5'→3'направ ленностью действия eIF4A хеликазы в составе eIF4F 
комп лекса, которая постепенно расплетает вторичную структуру 
мРНК, начи ная с 5'конца и вплоть до первого AUG кодона, подго тав
ли вая сайт непосредственной посадки инициирующей рибосомной 
субчастицы [45, 46]. Хотя подобная модель и достойна некоторого 
внимания, в целом, баланс экспериментальных данных говорит не в 
ее пользу [47].
 Считается, что сканирование состоит из двух взаимосвязанных 
процессов – расплетания вторичной структуры 5'нетранслируемой 
области мРНК и движения рибосомной субчастицы вдоль нее. 43S 
инициа тор ные комплексы могут сканировать неструктурирован ные 
5'НТО без участия белковых факторов, расплетающих мРНК, то есть 
они сами по себе способны двигаться вдоль матричного полинук лео
тида [2, 48]. Однако, отсутствие фактора eIF1A существенно умень
шает эту способность, а недостаток eIF1 почти полностью блокирует 
ее [2]. Это свидетельствует в пользу того, что для движения 43S 
преини циаторного комплекса вдоль мРНК необходима специальная, 
так называемая «открытая» конформация рибосомной субчастицы, 
которую индуцирует связывание факторов eIF1 и eIF1A [49]. Роль 
большого белкового комплекса eIF3 в сканировании остается неясной, 
однако, так как eIF3 взаимодействует с мРНК перед Есай том, было 
высказано предположение, что этот фактор формирует удли нение 
канала выхода мРНК, что может способствовать процессу скани ро
ва ния [50]. В пользу этой гипотезы говорит относительно сильная 
стиму ляция дрожжевым фактором eIF3 процесса связывания 43S 
комп лексов с модельными мРНК, имеющими длинную лидерную 
после довательность перед AUG кодоном, по сравнению с мРНК, 
имею щими короткие лидеры, но протяженные последовательности 
после AUG [51]. Для сканирования большинства природных 5'НТО, 
даже имеющих слабо развитую вторичную структуру, необ хо
димы АТФ и факторы инициации eIF4A, eIF4G и eIF4B [2], причем 
потребность в АТФ и eIF4A пропорциональна степени разви тости 
вторичной структуры [52, 53]. Таким образом, факторы eIF4A, 
eIF4G и eIF4B не только способствуют присоединению 43S преини
циаторного комплекса к мРНК, но также участвуют в процессе рибо
сомного сканирования 5'нетранслируемой области мРНК в поисках 
инициаторного кодона.
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КИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ СКАНИРОВАНИЯ

При упоминании модели эукариотической инициации, предложенной 
Мэрилин Козак, всегда подразумевается, что сканирование является 
систематическим однонаправленным процессивным движением 
рибо сомной субчастицы вдоль 5'НТО в поисках подходящего 
ини циаторного кодона. Такое механистическое описание является 
простым и наглядным, но до последнего времени не существовало 
дан ных, достоверно подтверждающих его адекватность. Основной 
при чиной этого является упомянутая выше неудача большинства 
попыток визуализировать процесс сканирования. Более того, до 
недав него времени не удавалось измерить временные параметры 
эука риотической инициации и определить специфический вклад 
ска нирования.
 Много лет назад было показано, что инициация трансляции на 
большинстве природных лидеров является АТФзависимым про цес
сом [54], однако механизм, посредством которого полученная энер гия 
преобразовывается в движение инициирующей рибосомной субчас
тицы, остается неясным. Обычно считается, что АТФ необходима 
для РНКхеликаз, которые расплетают шпильки структурированных 
5'НТО и таким образом освобождают дорогу для движущихся 
субчастиц. Если принять, что действие таких хеликаз является 
неспецифическим и ненаправленным, то можно прийти к модели 
поиска инициаторного кодона посредством АТФнезависимой 
одно мерной диффузии сканирующего рибосомального комплекса, 
так называемого «бесфазного блуждания». Такой механизм изна
чально был предложен, а позже подтвержден в случае движения 
про ка риотических рибосомных субчастиц вдоль межцистронных 
нетранслируемых областей в полицистронных матрицах [55, 56]. В 
пользу подобного механизма в случае сканирования может свиде
тель ствовать отсутствие направленности действия свободной хели
казы eIF4A, которая представлена в клетках в большом избытке по 
отно шению к рибосомам. Возможно, сканирование по механизму 
пол ностью случайного блуждания имеет место в случае инициации на 
мРНК с неструктурированными лидерами в отсутствие факторов чет
вертой группы. Было показано, что образование 48S инициаторного 
комплекса на мРНК с искусственными 5'НТО, не обладающими 
предсказанной вторичной структурой, не зависит от факторов ини
циации eIF4F и eIF4A [2]. Этот результат свидетельствует в пользу 
дос таточно свободного «скольжения» 43S инициаторного комп лекса 
вдоль 5'НТО в отсутствие прочного связывания с мРНК, т. е. взаи
мо действие сканирующей субчастицы и мРНК имеет стерическую 
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при роду. Диффузионный механизм поиска инициаторного кодона был 
также предложен для эукариотических рибосомных субчастиц, ини
ции рующих трансляцию на поли(А) лидерах мРНК поксвирусов [48].
 Альтернативой случайному блужданию является 5'→3' направ
ленное движение инициирующего рибосомного комплекса вдоль 5'
НТО. Часто считается, что направленное скольжение вдоль неструк
ту рированных (или расплавленных) участков мРНК может проис хо
дить практически спонтанно, с минимальными затратами энергии. 
Это в корне неверно, поскольку для однонаправленного движения 
энергия требуется сама по себе, независимо от проблемы расплетания 
вторичной структуры, так как энергетически независимое движение 
нарушает второй закон термодинамики. Следовательно, направленное 
движение сканирующей рибосомной субчастицы подразумевает 
существование специального, энергетически зависимого механизма. 
Такой механизм может быть реализован на молекулярном уровне с 
помощью ректификации броуновского движения, или АТФзави си
мого устройства типа Броуновского храповика [57], который был 
пред ложен и для других молекулярных машин, таких как миозин, 
динеин, кинезин, РНКполимераза (см. [58–60]), а также рибосома 
в про цессе элонгации [61–64]. Особенностью таких молекулярных 
нано машин является энергетически зависимое ограничение обратных 
диф фу зионных движений, тогда как диффузия вперед разрешена.
 Различить два описанных выше механизма поиска инициа
тор ного кодона можно, установив взаимосвязь между длиной 
5'нетранс лируемой области мРНК и временем, необходимым для ее 
скани ро вания. В случае механизма случайного блуждания процесс 
сканирования можно описать в терминах одномерной диффузии, при 
которой среднее отклонение от исходной точки пропорционально 
квад ратному корню из прошедшего времени, т. е. среднее время 
скани рования всей 5'НТО должно быть пропорционально квадрату 
ее длины. В случае же поступательного однонаправленного движения 
эта зависимость должна быть линейной. Вопрос об определении 
харак тера сканирования подобным способом поднимался несколько 
раз, однако доступные экспериментальные подходы оказывались 
неэф фективными. Тем не менее, были получены предварительные 
данные, свидетельствующие о том, что время инициации трансляции 
скорее пропорционально длине 5'НТО, а не квадрату этой длины 
(S. Grü nert и R.J. Jackson, неопубликованные данные, см. [65]). 
 Прямое измерение продолжительности сканирования, т. е. 
промежутка времени между посадкой преинициаторного комплекса 
на мРНК и узнаванием инициаторного кодона, на данный момент 
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является очень сложной экспериментальной задачей. Достаточно 
малые предполагаемые значения времени сканирования (десятки 
секунд) подразумевают использование для этой цели физических 
мето дов анализа, в первую очередь флуоресцентных, таких как 
FRET. Однако прямое использование методик, отработанных на 
про ка рио тах, затруднено в случае эукариотических систем. Во
первых, структурные данные, накопленные к настоящему моменту, 
не позволяют с необходимой точностью определить взаим ное 
расположение функциональных элементов в 43S и 48S комп лек сах, 
что необходимо для точной локализации флуоресцентных мар ке
ров. Также методы in vitro реконструкции сложных белковых комп
лек сов отработаны гораздо хуже в случае эукариот. Кроме того, в 
эука риотических белках гораздо больше эндогенных цистеинов, что 
во многих случаях исключает использование простых генноин же
нер ных способов специфического введения флуоресцентных меток, 
опробованных на прокариотических рибосомных белках и факторах 
трансляции. Однако значительные успехи в определении структуры 
эукариотических рибосом и рибосомных комплексов методами крио
электронной микроскопии и рентгеноструктурного анализа, достиг
нутые в последние годы, не оставляют сомнений, что задача прямого 
опре деления кинетических параметров эукариотической инициации 
трансляции будет решена в обозримом будущем.
 В качестве альтернативы прямым методам определения продол
жительности сканирования временные параметры инициации можно 
изучать как часть полного эпицикла трансляции белковой цепи. 
Очевидным является тот факт, что полноразмерный (в случае фер
мен тов – активный) белковый продукт может появиться в системе 
трансляции не раньше, чем первые проинициировавшие рибосомы 
терми нируют, полностью закончив чтение соответствующей мРНК. 
Таким образом, время между добавлением мРНК в систему и появ
ле нием первых молекул целевого продукта соответствует времени 
синтеза белковой цепи, или полному времени трансляции как суммы 
времен инициации, элонгации и терминации [23, 35]. Основная 
идея данного подхода состоит в том, чтобы отслеживать изменение 
пол ного времени трансляции при изменении параметров системы, 
влияю щих исключительно на инициацию. Самым очевидным из 
таких параметров является длина 5'НТО мРНК. Действительно, если 
коди рующая последовательность и 3'НТО остаются неизменными, 
разумно предположить, что времена элонгации и терминации будут 
постоян ными, и изменение полного времени трансляции будет опре
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де ляться изменением продолжительности процесса инициации, 
скорее всего – процесса сканирования.
 В первой попытке исследовать зависимость времени трансляции 
от длины 5'НТО мРНК [35] были использованы дрожжевая система 
трансляции и мРНК светлячковой люциферазы, несущая в качестве 
5'НТО повторяющиеся копии длинного, слабо структурированного 
лидера GCN4 [66]. Была проведена приблизительная оценка скорости 
сканирования, которая составила около 10ти нуклеотидов в секунду. 
Для исследования кинетики белкового синтеза и определения вре мени 
появления активной люциферазы был использован традицион ный 
метод отбора проб из реакционной смеси с последующим опре де ле
нием активности фермента. Поскольку интервал между времен ными 
точками (1 минута) оказался сравним с разницей во временах транс
ляции для мРНК с разными длинами 5'НТО, не удалось полу чить 
данные, подходящие для точного количественного анализа и опре
де ле ния характера временных зависимостей.
 Более успешная попытка изучить влияние длины лидера на 
продолжительность инициации была предпринята с использованием 
системы in situ мониторинга синтеза белка [67]. Эта система основана 
на измерении активности вновь синтезированной люциферазы 
непос редственно в реакционном объеме. Ранее было показано, что 
сворачивание люциферазы является котрансляционным при синтезе 
in vitro как в эукариотических [67], так и в прокариотических [68] 
сис темах. Субстрат люциферин может быть добавлен непосредст
венно в трансляционную смесь, и накопление активного белка 
может отслеживаться непрерывно с помощью люминометра. 
Мате ма тический анализ гладких кинетических кривых с высоким 
соот но ше нием сигнал/шум позволяет определять полное время 
транс ля ции с точностью ~5 сек, при максимальной амплитуде наблю
даемых эффектов около 2 минут. В качестве 5'НТО были исполь
зованы делеционные мутанты очень длинного (>900 н.) лидера из 
мРНК ретротранспозона LINE1 человека. Получившийся набор 
5'НТО достаточно равномерно перекрывал весь диапазон длин от 
5 до 913 нуклеотидов. Оказалось, что полное время трансля ции в 
систе мах из зародышей пшеницы и клеток асцита мыши увели
чи вается с увеличением длины 5'НТО (рис. 2). С помощью двух 
неза висимых методов – селективной модуляции скорости элонга
ции путем изменения концентрации калия и прямого измерения 
tran sit time (суммарного времени элонгации и терминации) – было 
подтверждено, что наблюдаемые изменения определяются именно 
разницей в продолжительности стадии инициации трансляции. Также 
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было показано, что линейная зависимость времени трансляции от 
длины лидера характерна именно для кэпзависимой инициации 
транс ляции, так как она исчезала при переключении инициации на 
внут реннюю путем вставки IRES последовательности из вируса 
энце фаломиокардита в 5'нетранслируемую область мРНК.
 Делеции, сделанные для создания набора конструкций люци
фе разы на основе LINE1 лидера, были практически случайными, 
и получившиеся в результате 5'НТО существенно различались по 
содержанию и стабильности их вторичной структуры. Тем не менее, 
зависимость полного времени трансляции от длины 5'НТО мРНК 
ока залась очень близка к линейной (рис. 2). Полученные дан ные 
отражают изменение продолжительности стадии инициации трансля
ции, в процессе которой только время движения инициаторного 
комп лекса вдоль 5'НТО может коррелировать с длиной лидера. 
Таким образом, можно считать, что время сканирования в этих экспе
ри ментах зависело главным образом от длины, а не от локальной 
пер вичной или вторичной структур 5'НТО, и эта зависимость 
явля лась линейной, а не квадратичной. Все это позволяет сделать 
одно знач ный вывод о том, что миграция сканирующей рибосомной 
суб час тицы вдоль лидерной последовательности мРНК представляет 
собой однонаправленное движение, а не стохастическое случайное 
блуждание.

Рис. 2. Линейная зависимость времени 
трансляции молекул мРНК от длины 
их 5'НТО.
 Результат анализа кинетических 
кривых трансляции кэппированных 
мРНК светлячковой люциферазы в 
бес клеточных системах из зародышей 
пше ницы (○) и клеток млекопитаю щих 
(●). В качестве 5'НТО были исполь
зо ваны делеционные мутанты лидера 
из мРНК ретротранспозона LINE1 
чело века. Для сравнения приведены 
результаты трансляции мРНК, где в 
5'НТО разной длины непосредственно 
перед AUG кодоном была вставлена 
IRESпоследовательность из вируса 
энце фаломиокардита человека (■). 
 Адап тировано из [24].
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IV. МОДЕЛИ СКАНИРОВАНИЯ
Вышеприведенные свидетельства в пользу направленности скани
ро вания не объясняют, каким именно образом расходуется АТФ для 
обес печения движения инициирующей рибосомной субчастицы. 
Весьма привлекательной является модель, состоящая в том, что хели
каза, связанная с фронтальной стороной рибосомной субчастицы, 
осу ществляет плавление спиралей по ходу движения, которые 
немед ленно восстанавливаются за сканирующей субчастицей для 
того, чтобы предотвратить ее обратную диффузию [69]. В пользу 
этой модели говорят данные о направленности действия хеликазы 
eIF4A. Сама по себе эта хеликаза является двунаправленной, однако 
в составе комплекса eIF4F ее 5'→3'хеликазная активность увели
чивается в 15 раз, а 3'→5' – только в 5 раз [70]. В этом случае энер гия 
затра чивается на создание асимметричного окружения и, соот вет ст
венно, градиента свободной энергии связывания, который и обес
пе чивает направленность движения. Очевидным недостатком этой 
модели является строгая необходимость хорошо развитой вторич
ной структуры, более или менее равномерно распределенной вдоль 
5'нетранслируемой области мРНК. Кроме того, существующие 
данные о структуре преинициаторного комплекса, полученные мето
дом криоэлектронной микроскопии, указывают на то, что фактор 
eIF4F, вклю чающий хеликазу eIF4A, присоединяется возле канала 
выхода, т. е. позади рибосомной субчастицы в терминах их взаимного 
рас по ложения относительно цепи мРНК [71].
 Для того чтобы обойти это серьезное противоречие, была предло
жена модель сканирования, подразумевающая, что фактор инициации 
eIF4G может охватывать и канал входа, и канал выхода мРНК на 
рибосомной субчастице, при этом белок eIF4A раполагается возле 
канала входа для расплетания вторичной структуры мРНК перед 
рибо сомой, тогда как НЕАТ1 домен фактора eIF4G взаимодействует 
с матрицей, как только она появится из канала выхода [72]. Согласно 
этой модели, белок eIF4B (или eIF4H) находится позади eIF4A, но 
перед рибосомой, для того чтобы предотвращать восстановление 
струк туры расплетенных участков мРНК до тех пор, пока они не 
попадут в канал входа, обеспечивая таким образом движение скани
рующего комплекса в направлении 5'→3'. В этом случае энергия 
АТФ действительно расходуется перед движущимся 43S преини
циа торным комплексом, а расплавленные элементы вторичной 
струк туры должны немедленно восстанавливаться за сканирующей 
суб частицей, предотвращая ее обратную диффузию. Эта модель также 
под разумевает, что фактор инициации eIF4F остается связанным с 
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кэпом, и уже пройденные рибосомой нуклеотиды 5'НТО образуют 
петлю между комплексом кэпeIF4F и 40S субчастицей, которая уве ли
чивается в ходе сканирования. В пользу такой модели говорят данные 
малоуглового рентгеновского рассеяния, показывающие образование 
вытянутой жесткой структуры при взаимодействии фрагмента 
фактора eIF4G с фактором eIF4A [73]. Длины получившегося 
комплекса (~220Å) должно с избытком хватить для перекрывания 
расстояния примерно в 50Å между каналами входа и выхода. Однако 
эта модель вступает в противоречие с другими экспериментальными 
дан ными. Прежде всего, предполагаемое в этой модели расположение 
HEAT1 домена фактора eIF4G на малой рибосомной субчастице 
существенно отличается от его положения, определенного методами 
криоэлектронной микроскопии [71] и защиты от гидролиза гидроксил 
ради калами. Кроме того, данные тупринтинга [44, 51] и защиты от 
нуклеаз [74, 75] говорят о том, что последовательность мРНК скорее 
всего прикрыта белковыми комплексами с 5', а не с 3'стороны от 
свя зан ной 40S субчастицы.
 В качестве альтернативной модели было высказано предположе
ние, что роль фактора инициации eIF4F состоит, главным образом, в 
предотвращении обратного соскальзывания сканирующего инициа
тор ного комплекса в направлении 3'→5', а не в расплетании вторич ной 
струк туры перед рибосомой [71]. Эта идея была доработана А.С.Спи
риным, который предложил модель сканирования, состоящую в том, что 
факторы инициации eIF4A и eIF4B осуществляют циклы свя зы вания 
и диссоциации с участка мРНК, расположенного непос редственно 
позади движущегося инициаторного комплекса, и таким образом 
определяют 5'→3' однонаправленность процесса скани рования 
[76]. Согласно этой гипотезе, фактор eIF4G должен переме щаться 
вместе со сканирующей субчастицей благодаря его взаимо действию 
с eIF3 и обеспечивать связывание комплекса eIF4BeIF4A•АТФ с 
одно цепочечными участками мРНК, появляющимися из канала 
выхода. Гидролиз АТФ освобождает фактор eIF4A с мРНК, но eIF4B 
остается связанным еще некоторое время, блокируя обратное дви
же ние освобожденного инициаторного комплекса. После того как 
рибосома продвинется вдоль цепи мРНК в 3'направлении, этот 
цикл может повториться (рис. 3). Если описывать такой механизм в 
тер минах броуновского храповика [57], то белок eIF4B выступает в 
роли «собачки», а энергия АТФ расходуется фактором eIF4A, выпол
няю щим функцию «пружины». Эта модель хорошо согласуется со 
многими экспериментальными данными, хотя было показано, что 
делеция гена eIF4B не летальна для дрожжей, а лишь вызывает замед
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ление роста клеток [77, 78]. Кроме того, спорным местом данной 
модели является относительно слабое взаимодействие eIF4B с мРНК 
в отсутствие eIF4A [79].

V. ОСОБЕННОСТИ ПРОЦЕССА СКАНИРОВАНИЯ

НАПРАВЛЕННОСТЬ СКАНИРОВАНИЯ

Важным вопросом является однонаправленность процесса сканиро
вания, т. е. является ли сканирование движением вперед шаг за шагом 
или возможны случайные стохастические движения в обратном 
направлении? Общепринятая точка зрения склоняется к первому 
варианту, т. е. считается, что сканирование – это поступательное 
дви жение в 5'→3' направлении. Казалось бы, полученные линей ные 
зависимости времени сканирования от длины 5'НТО свидетельст
вуют в пользу именно такой модели. Однако, теоретически было 
показано, что при случайном блуждании достаточно всего лишь 10ти 
процент ного превышения вероятности движения в прямом направ
ле нии над вероятностью обратного движения, чтобы форму такой 
зависи мости было невозможно отличить от линейной в пределах 
экспери ментальной ошибки [35]. Поскольку все пространствен ные 
перемещения частиц с размерами уровня рибосомы вызыва ются 

Рис. 3. Модель сканирования, основанная на предотвращении обратного движе
ния инициаторного комплекса путем циклического связывания фактора eIF4B 
с мРНК.
 Адаптировано из [63].
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тепловым (Броуновским) движением, они должны быть стохасти
ческими. Характерные примеры преимущественно однонаправ
лен ного движения (смещенного Броуновского движения) со слу
чай ными обратными шагами были продемонстрированы в пря мых 
экспериментах с помощью методов детекции отдельных моле кул 
для случаев перемещения кинезина вдоль фибриллы микро трубочки 
[80] и шагания головок миозина вдоль актиновых фила ментов 
[81]. Существуют интересные данные, указывающие на то, что 
сканирование может прерываться периодическими «возврат ными 
движениями» на расстояние 15 нуклеотидов или меньше в 3'→5' 
направлении. Так, было обнаружено, что добавочный AUG кодон, 
расположенный на расстоянии в 15 нуклеотидов от 5'прокси
маль ного инициаторного кодона в мРНК вируса желтой мозаики 
турнепса (TYMV), уменьшает частоту инициации трансляции на 
основном AUG триплете, находящемся не в самом оптимальном 
контекстном окружении. На основании этих данных было высказано 
предположение, что часть рибосом, пропустивших первый AUG 
кодон изза плохого контекста, имеет второй шанс натолкнуться на 
него в результате обратного движения, и вероятность этого события 
умень шается, если второй AUG триплет находится на небольшом 
расстоянии в более выгодном контекстном окружении [82]. Схожие 
выводы были сделаны ранее при анализе инициации на двух близких 
AUG кодонах в NA/NB мРНК вируса гриппа B [83].

ПРОЦЕССИВНОСТЬ СКАНИРОВАНИЯ

Другим интересным вопросом является надежность сканирования. 
Клас сическая модель инициации подразумевает, что сканирование 
является процессивным, т. е. все рибосомные субчастицы, связавшиеся 
с 5'концом мРНК, должны закончить процесс инициации на AUG 
кодоне. Это, в частности, означает, что даже если инициация не 
произо шла на правильном инициаторном кодоне, она должна 
завер шиться на одном из следующих AUG кодонов. То есть, умень
ше ние частоты инициации на 5'проксимальном инициаторном 
кодоне (например, изза изменения контекста) должно быть точно 
ском пен сировано инициацией на последующих AUG триплетах. 
Было показано, что это условие выполняется как в случае близко 
распо ложенных [84, 85], так и в случае находящихся на некотором 
расстоянии друг от друга [86] AUG кодонов. Вместе с тем, в ряде 
слу чаев это предположение не подтвердилось [87]. Кроме того, было 
обна ружено, что эффективность инициации в эукариотических in vitro 
системах [24, 35] может существенно уменьшаться с увеличением 
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длины 5'НТО , что может быть результатом схода сканирующих рибо
сом ных субчастиц с мРНК. Несмотря на то, что in vivo зависимость 
эффективности инициации от длины лидера выражена гораздо слабее 
[34, 36], эти данные свидетельствуют о возможности разрыва связи 
инициаторного комплекса с мРНК в процессе сканирования в опре
де ленных условиях.

ВЛИЯНИЕ ВТОРИЧНОЙ СТРУКТУРЫ мРНК НА СКАНИРОВАНИЕ

Важным условием для эффективной инициации трансляции является 
отсутствие стабильных элементов вторичной структуры внутри 
5'НТО, так как они могут сильно замедлять или даже блокировать 
продви жение 43S инициаторного комплекса вдоль цепи мРНК в поис
ках стартового кодона [41, 88]. Однако было показано, что фактор 
инициации eIF4F совместно с фактором eIF4B(eIF4H) обеспечивает 
эффективное сканирование лидеров, имеющих вторичную структуру 
уме ренной стабильности [2]. Известно, что вставка даже относи
тельно стабильной GCбогатой шпильки в 13 пар оснований (ΔG ≈ –30 
кКал/моль) в середину 5'НТО не ингибирует инициацию трансляции 
в COS клетках млекопитающих [88], а также в экстрактах из клеток 
Krebs2 и зародышей пшеницы [24]. Подавляющее большинство 
5'НТО в дрожжевых мРНК содержит избыток адениловых остатков 
и, сле довательно, несклонно к образованию развитой вторичной 
струк туры. И действительно, трансляция в дрожжах гораздо сильнее 
инги бируется структурными элементами в 5'НТО, чем в клетках мле
ко питающих, причем шпильками меньшей стабильности [36, 89–91].
 Важно упомянуть также, что какаялибо достоверная инфор ма ция 
о реальном состоянии вторичной структуры мРНК в эукариотичес ких 
клетках и в клеточных экстрактах отсутствует. Есть все основа ния 
утверждать, что присутствие различных РНКхеликаз и РНКсвязы
ваю щих белков делает вторичную структуру мРНК расплавленной 
в боль шей или меньшей степени, или, по крайней мере, она сущест
венно отли чается от структур, предсказанных для изолированных 
матриц. Следовательно, нельзя исключить, что в цитоплазме шпильки 
и другие локальные элементы вторичной структуры мРНК умеренной 
стабиль ности на самом деле не существуют, а скорее всего полностью 
или частично расплавлены.
 Есть множество данных, свидетельствующих о том, что кроме 
eIF4A и eIF4B в эукариотических клетках существуют дополнитель
ные хеликазы, способные стимулировать процесс сканирования 
структурированных 5'НТО. Так, например, дрожжевая DEADбокс 
хеликаза Ded1 участвует в инициации на подавляющем большинстве 
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дрож жевых мРНК как in vivo, так и in vitro [92–94]. Ded1 проявляет 
даже большую хеликазную активность, чем eIF4A, и было высказано 
пред положение, что функции этих двух белков не перекрываются, то 
есть фактор инициации eIF4A, в основном, стимулирует присоеди не
ние рибосомы к мРНК, тогда как хеликаза Ded1 способствует процессу 
ска нирования, в особенности на длинных и структурированных 
5'НТО [95, 96]. Участие в процессе инициации DEADбокс белка 
3 (DDX3) – близкого гомолога Ded1 у млекопитающих – является 
более спорным. Также были получены данные, свидетельствующие 
о том, что делеция гена ddx3, кодирующего DEADбокс белок 3 
(DDX3) – гомолог Ded1 у млекопитающих – специфически влияет на 
транс ляцию мРНК с длинными структурированными лидерами [97].
 Недавно была обнаружена другая DEADбокс хеликаза – DHX29, 
которая функционирует синергично с факторами инициации группы 
eIF4 в реконструированных системах из млекопитающих и стиму ли
рует сборку 48S инициаторного комплекса в присутствии стабиль
ных шпилек в 5'НТО [69]. Отсутствие белка DHX29 ухудшает 
также трансляцию in vivo, приводя к распаду полисом и накоплению 
свободных 80S рибосом [98]. Было предположено, что хеликаза 
DHX29 увеличивает процессивность сканирования путем изменения 
кон формации мРНКсвязывающего канала в области входа мРНК [69].
 Ни DHX29, ни Ded1, видимо, неспособны (в отличие от eIF4F) 
стимулировать присоединение 43S комплексов к мРНК. Можно 
предположить, что хеликазы DHX29 и Ded1 специфически стиму ли
руют сканирование через стабильные элементы вторичной структуры 
мРНК, тогда как факторы eIF4 осуществляют как присоединение 
43S преинициаторного комплекса к мРНК, так и сканирование, но с 
меньшей эффективностью [99].
 Было обнаружено, что в отсутствие хеликаз DHX29/Ded1 очень 
стабильные шпильки, которые не расплетаются факторами инициа
ции группы eIF4, проходят в канал входа мРНК, но застревают в 
канале выхода в сканирующем преинициаторном комплексе. При этом 
мРНК, возможно, продолжает заходить в рибосому и «выпетлива
ется» из декодирующего центра до тех пор, пока инициаторный 
AUG кодон матрицы не попадет в Рсайт [99]. Это может привести к 
формированию стабильного 48S преинициаторного комплекса только 
в отсутствие фактора инициации eIF1. При добавлении хеликаз DHX29 
или Ded1 происходит предварительное расплетание стабильной 
шпильки, и мРНК заходит в канал входа рибосомной субчастицы в 
одноцепочечной форме. Имеются данные, указывающие на то, что 
DHX29 связывается вблизи спирали h16 в рибосомальной 18S РНК, 
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т. е. вблизи открытого канала входа мРНК, что хорошо согласуется 
с ее ролью в расплетании спиралей РНК перед сканирующим 
преи нициаторным комплексом. Поскольку оказалось, что DHX29 
может разрушать разные аберрантные комплексы, а не только выз
ван ные стабильными элементами вторичной структуры мРНК, 
было предположено, что он способен какимто образом вызывать 
струк турные перестройки в преинициаторном комплексе. Так как 
АТФазная активность DHX29 стимулируется в большей степени 
инициа торным комплексом, а не матричной РНК, обсуждалось, что 
этот белок дестабилизирует шпильки путем стимуляции открывания 
и закры вания канала входа мРНК, таким образом способствуя 
попада нию в канал нуклеотидов из расплавленных одноцепочечных 
участков в основании шпильки. Хеликаза Ded1 не способна ста бильно 
связываться с 40S субчастицей, поэтому считается, что она функцио
нирует по иному, пока еще неизвестному механизму [99].

VI. УЗНАВАНИЕ ИНИЦИАТОРНОГО КОДОНА
Согласно классической модели М. Козак, в процессе движения 
инициа торный комплекс сканирует последовательность мРНК до 
тех пор, пока не встретит первый AUG кодон, узнаваемый антико
до ном связанной метиониловой тРНК [100]. И действительно, в 
боль шинстве эукариотических мРНК именно первый AUG триплет 
от 5'конца используется как инициаторный кодон и устанавливает 
открытую рамку считывания нуклеотидной последовательности [42]. 
В то же время известно немало случаев, когда первый AUG триплет не 
является инициаторным кодоном, а инициация происходит на втором, 
третьем или последующих AUG, которые не обязательно находятся в 
рамке с предыдущими. Такой вид инициации, получивший название 
«ска нирование с протечкой» (leaky scanning), может объясняться тем, 
что сканирующие рибосомные субчастицы могут не узнавать неко
то рые AUG триплеты, находящиеся в неподходящем структурном 
окру жении. В частности, фланкирующие последовательности могут 
опре делять эффективность, с которой первый AUG кодон узнается 
как стоп сигнал на стадии сканирования. М. Козак определила, что 
в мРНК позвоночных инициаторный сайт обычно соответствует или 
близок последовательности 5'GCCGCC(A/G)CCAUGG3' [100]. 
Мутации, затрагивающие наиболее консервативный нуклеотид А–3, 
сильно подавляют инициацию трансляции как in vivo, так и in vitro 
[101]. Также было показано существенное влияние G+4 на эффек тив
ность инициации трансляции [102]. Более современные данные согла
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суются с этими утверждениями с той лишь оговоркой, что высоко 
консер вативными являются лишь 5 нуклеотидов перед стартовым 
кодоном. Согласно статистическим данным, 5'нетранслируемые пос
ле до вательности в мРНК млекопитающих являются G/Cбогатыми 
на протяжении примерно 100 нуклеотидов перед AUG кодоном, за 
исключением сильного преимущества А в поло жении –3. При этом 
в положениях –1, –2 и –4 преобладает С и практически пол ностью 
отсутствует U в положениях с –1 по –5 [103]. В отличие от млеко пи
таю щих, 5'нетранслируемые области дрожжевых мРНК содержат 
преиму щественно А в положениях от –1 до –30, однако наиболее 
консер вативным также является адениловый остаток в положении –3, 
хотя мутации по этому положению ингибируют трансляцию в мень
шей степени, чем это было обнаружено у млекопитающих [104, 105].
 До сих пор точно неизвестно, как узнается консенсусная последо
ва тельность и как она функционирует. Однако, необходимость А в 
поло жении –3 как у дрожжей, так и у млекопитающих свидетельст
вует о том, что этот консервативный остаток, возможно, участвует 
во взаимо действии с неким фактором инициации или рибосомной 
субчас тицей вблизи Есайта, что способствует стабилизации 48S 
инициа торного комплекса. Есть данные, что пурины в положениях –3 
и +4 относительно AUG кодона могут влиять на выбор инициаторного 
кодона посредством стабилизации конформационных изменений, 
кото рые происходят при кодонантикодоновом спаривании, взаимо
действуя с acубъединицей фактора инициации eIF2 и нуклеотидами 
АА1818–1819 в спирали h44 рибосомальной 18S РНК, которые форми
руют часть Асайта [106].
 Основным инициаторным кодоном, способным взаимодейство
вать с антикодоном МеттРНКмет

i, в эукариотических матричных 
РНК служит триплет AUG. Большинство родственных триплетов, 
образованных в результате точечных замен в AUG кодоне, могут 
выс тупать в качестве инициаторных с частотой 1–10% от частоты 
узна вания AUG в зависимости от типа гена, кроме триплетов AAG 
и AGG, которые в этом смысле нефункциональны [107–109].
 Для того чтобы обеспечивать точность инициации, сканирующие 
рибо сомные комплексы должны иметь механизм дискриминации, кото
рый предотвращает неточное спаривание триплетов в 5'НТО мРНК 
с антикодоном МеттРНК i

мет
 и стимулирует узнавание правильного 

инициаторного кодона. Ключевую роль в поддержании точности 
инициации играет фактор eIF1, который позволяет сканирующим 43S 
инициаторным комплексам игнорировать неAUG кодоны, а также 
AUG, находящиеся в плохом контекстном окружении или слишком 
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близко к 5'концу мРНК. В отсутствие фактора eIF1 стабильность 48S 
преинициаторных комплексов повышается, в результате могут фор ми
ро ваться комплексы с неточным кодонантикодоновым спариванием, 
которые участвуют в дальнейших стадиях трансляции. Однако при 
добав лении eIF1 такие комплексы не способны сохранять свою 
конфор мацию, и неправильно спаренная тРНК, по всей видимости, 
уда ляется из рибосомы [2, 44, 106].
 Согласно принятой на настоящий момент модели, фактор инициа
ции eIF1 совместно с eIF1A стимулирует образование «открытой» 
конфор мации 43S преинициаторного комплекса, способной к скани
ро ванию [49]. Вместе с тем, при установлении стабильного кодон
анти кодонового взаимодействия рибосомные комплексы должны 
подвер гаться конформационным превращениям, которым фактор eIF1 
проти водействует. Показано, что правильное кодонантикодоновое 
спаривание сопровождается напряжением eIF1A40S взаимодействия 
[110] и удалением фактора инициации eIF1 от рибосомального Рсайта 
[111–113], что приводит к фиксации инициаторного комплекса на мРНК 
путем перехода его в «закрытую» конформацию. Это подтверждается 
спо собностью дрожжевых мутантных eIF1, которые быстро диссо
ции руют из 48S преинициаторных комплексов, увеличивать частоту 
инициации на неAUG кодонах [114]. N и Сконцевые «хвосты» фак
тора инициации eIF1A, которые взаимодействуют с Рсайтом [115], 
оказывают прямо противоположное действие на выбор стар то вого 
кодона: Сконцевой «хвост» повышает точность узнавания, стаби
ли зируя «открытую» конформацию сканирующих комплексов, тогда 
как Nконцевой «хвост» снижает точность инициации и стимулирует 
«закры тую» конформацию комплексов [116].
 С узнаванием правильного AUG кодона процесс сканирования 
завер шается и инициация переходит в свою последнюю стадию – 
бло ки рование инициаторного комплекса на инициаторном кодоне 
и присое динение 60S субчастицы. В результате формируется 80S 
рибо сомный комплекс, готовый начать элонгацию полипептидной 
цепи.

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение канонического механизма инициации трансляции пережи
вало свои падения и взлеты. После нескольких крупных проры вов 
вось ми десятых годов наступил некоторый спад, когда внима ние 
исследо вателей переключилось на другие задачи, такие как иссле
до вание инициации по IRESзависимому механизму и опре де ле ние 
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путей регуляции инициации при заболеваниях и стрессе. Счи та лось, 
что исследование подобных процессов, являющихся по сути исклю
че ниями из правил, позволит глубже понять отдельные аспекты 
функцио нирования белоксинтезирующего аппарата клетки. Но 
посте пенно пришло осознание того, что наше понимание даже самых 
общих аспектов эукариотической инициации очень ограничено, и это 
выз вало новый всплеск интереса к изучению и проверке каноничес
ких механизмов. Сильный толчок в этом направлении дало развитие 
новых методов исследований, таких как реконструированные системы 
трансляции, тупринтинг, криоэлектронная микроскопия, изучение 
одномолекулярных процессов и т. д. В результате, за последние годы 
было получено огромное количество новых данных и был пролит свет 
на многие явления, остававшиеся доселе неизученными. Понимание 
процесса инициации стало более детальным, что, в свою очередь, 
позво лило приступить к решению смежных проблем на совершенно 
новом уровне. Вместе с тем, оказалось, что основные гипотезы и 
пред положения, сделанные четверть века назад, в основном подтвер
дились, и классическая модель эукариотической инициации трансля
ции блестяще выдержала проверку временем.
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