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It is known that the 5’ untranslated region (5’ UTR) 
mRNA characteristics can influence translation initia­
tion efficiency and specificity. Previous knowledge 
about 5’ UTR characteristics was obtained theoretical ly 
and in vitro for mRNA of individual genes. It did not 
allow systematic analysis of mRNA translationally 
important parameters. To identify the above mention­
ed 5’ UTR characteristics, it is necessary to analyze 
their relationships with the translational activity of the 
corresponding mRNAs. Until recently, there were no 
experimental data on translation efficiency. Thanks 
to ribosome profiling technology, genome­wide 
experimental data of translation efficiency have been 
obtained for many eukaryotic mRNAs. Now it seems 
to be possible to reveal translationally important 
mRNA parameters and predict translation efficiency 
based on their nucleotide sequences. The aim of this 
study was to determine the translational significance 
of individual 5’ UTR characteristics in accordance with 
experimental ribosome profiling data. A statistical 
analysis was carried out for revealing relationships 
between the human and mouse mRNA nucleotide 
sequence characteristics and ribosome profiling data. 
Some of the mRNA parameters influencing translation 
efficiency were most significant, and the same trends 
for all three samples analyzed were revealed: a purine  
at start codon context position –3, upstream AUG pre­

Известно, что характеристики 5’­нетранслируемой последова тель­
ности (5’­НТП) мРНК могут оказывать влияние на эффективность 
и специфичность инициации трансляции. Ранее знания о харак­
теристиках 5’­НТП были получены теоретически и в эксперимен­
тах in vitro для мРНК отдельных генов, что не давало возможности 
оценить реальную трансляционную значимость ее параметров. 
Для выявления трансляционно­значимых характеристик 5’­ НТП 
необходимо проанализировать их связь с трансляционной актив­
ностью соответствующих мРНК. Однако до недавнего времени 
доступные технологии не позволяли получить широкогеномные 
экспериментальные данные по эффективности трансляции. Бла­
годаря появившейся технологии профилирования рибосом такие 
данные были получены для мРНК ряда эукариот. Использование 
их позволяет оценивать и выявлять трансляционно­значимые 
параметры мРНК, а также предсказывать эффективность трансля­
ции мРНК на основании характеристик ее нуклеотидной последо­
вательности. Цель нашей работы – определение трансляционной 
значимости отдельных характеристик нуклеотидной последова­
тельности 5’­НТП мРНК на основании соответствующих экспери­
ментальных данных по эффективности трансляции, рибосомному 
профилированию. Проведен статистический анализ отдельных 
характеристик нуклеотидных последовательностей мРНК чело­
века и мыши; выявлена их взаимосвязь с соответствующими 
дан ными рибосомного профилирования. Были отобраны трансля­
ционно­значимые параметры мРНК, тенденция влияния на эффек­
тивность трансляции которых наиболее значима и одинакова 
для всех трех проанализированных выборок: пурин в –3­позиции 
стартового кодона, вышележащие стартовые кодоны AUG в 5’­НТП, 
и комплементарные нуклеотиды G+C в составе 5’­НТП снижают 
эффективность трансляции; олигонуклеотид CCGCCA в районе 
5’­НТП и олигонуклеотиды AAGAAA, AAGAAG, AAGCAG, AAAAAG 
в составе белок­кодирующей последовательности – усиливают. 
Разработаны с помощью платформы BioUML набор инструментов, 
позволяющий анализировать трансляционную значимость 
отдельных 5’­НТП мРНК, и программа для предсказания эффек­
тивности трансляции мРНК на основании ее нуклеотидной после­
довательности. 
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sence and G+C complementary nucleotide concentra­
tion reduce translation efficiency; whereas gexonu­
cleotides CCGCCA (5’ UTR) and AAGAAA, AAGAAG, 
AAGCAG, AAAAAG (CDS) increase translation efficien­
cy. A toolkit that allows analyzing the importance of 
5’ UTR characteristics and a program for prediction of 
translation efficiency were developed on the base of 
the BioUML platform.

Key words: ribosome profiling; RiboSeq; 5 ‘UTR; mRNA; 
translation initiation.

Трансляция оказывает существенное влияние на ре­
гуляцию экспрессии генов. Наиболее значима ста дия 
инициации, а элонгация, трансляционные паузы 

и другие этапы не играют существенной роли (Ingolia 
et al., 2011). Эффективность трансляции является кон­
сервативной в плане эволюции. Это предполагает, что 
эффективность трансляции обусловлена первичной по­
следовательностью мРНК и ее взаимодействиями с соот­
ветствующими трансляционными факторами и 40S субъ­
единицами рибосом.

мРНК эукариотических генов различаются по интен­
сивности синтеза белка в процессе трансляции. 5′­не­
транслируемая последовательность мРНК (5′­НТП, ли­
дерная последовательность) участвует во взаимодействии 
с факторами аппарата трансляции и 40S субъединицами 
рибосом (Hinnebusch, Lorsch, 2012; Singh et al., 2012). 
Показано, что характеристики нуклеотидной последо­
вательности 5′­НТП оказывают существенное влияние 
на эффективность инициации трансляции (Kozak, 2005; 
Ko chetov, 2008). Были выявлены некоторые из таких 
функционально значимых характеристик, в частности 
стабильная вторичная структура (Ding et al., 2012; Li et 
al., 2012) и потенциальные стартовые кодоны в районе 
5′­НТП, которые могут ингибировать трансляцию (Kozak, 
2005). Однако имеющаяся информация о структурно­
функ циональной организации 5′­НТП недостаточна и 
тре бует дальнейшего уточнения.

Контекст стартового кодона трансляции в эукарио-
тических мРНК. Считается, что распознавание триплета 
AUG в качестве стартового кодона зависит от нуклеотид­
ного окружения (контекста). Экспериментально было под­
тверждено, что аденин или гуанин в позиции –3 (A/G–3)  
и, в меньшей степени, гуанин в позиции +4 (G+4) отно­
сительно кодона AUG способствуют распознаванию его 
как стартового (оптимальный контекст: R–3NNAUGG+4, 
R = A или G) (Kozak, 1981, 1997). Показано, что у мле­
копитающих в дискриминации между AUG кодонами 
в оптимальном и неоптимальном контекстах участвует 
эукариотический фактор инициации трансляции eIF1 
(Pestova, Kolupaeva, 2002; Takacs et al., 2011). На осно­
ве экспериментальных данных предполагается, что за 
узнавание 43S инициаторным комплексом пуринового 
нуклеотида в позиции –3 ответственно взаимодействие 

данного нуклеотида с α­субъединицей eIF2, а за узнава­
ние гуанина в позиции +4, возможно, ответственно его 
взаимодействие с нуклеотидами А1818­А1819 в спирали 
44 18S рРНК (Pisarev et al., 2006).

Оценки влияния нуклеотидов белок­кодирующей по­
следовательности (БКП) на распознавание стартового 
кодона варьируют от существенного (Grunert, Jackson, 
1994; Niimura et al., 2003; Nakagawa et al., 2008) и ограни­
ченно значимого (только G в позиции +4; (Kozak, 1997)) 
до незначительного (Harkins et al., 2005; Xia et al., 2007). 
Показано, что существуют устойчивые комбинации ну­
клеотидов в 5′­ и 3′­частях контекста стартового кодона, 
к которым относятся варианты оптимального контекста 
AnnAUGn и GnnAUGG (Volkova, Kochetov, 2010).

Встречаемость триплетов AUG в составе 5′-НТП. 
В рамках модели линейного сканирования считается, 
что в составе 5′­НТП эукариотических мРНК не должны 
содержаться триплеты AUG (upstream AUG, uAUG), по­
скольку часть рибосом может распознавать их как старто­
вые кодоны и это будет снижать эффективность трансля­
ции основной рамки считывания (Kozak, 2005; Koche tov, 
2008). Ранее показано, что от 19 до 48 % 5′- НТП мРНК 
разных видов эукариот содержат uAUG, что значительно 
реже относительно промоторов, трейлеров и интронов 
(Rogozin et al., 2001; Volkova, Kochetov, 2010).

Контекстные особенности эукариотических 5′-НТП 
способствуют формированию менее стабильной вто-
ричной структуры. Считается, что повышенное содер­
жание G и C коррелирует со способностью нуклеотидной 
последовательности РНК формировать стабильную 
вторичную структуру, поскольку комплементарное взаи­
модействие G­C­пар наиболее энергетически выгодно. 
Вторичная структура в составе 5′­НТП препятствует 
сканированию мРНК 40S субъединицами рибосом и 
снижает эффективность инициации трансляции (Kozak, 
2005). Так, обнаружено, что 5′­НТП характеризуются даже 
более высоким содержанием G + C в сравнении с другими 
функциональными районами мРНК генов. Однако 5′­ НТП 
человека и мыши характеризовались большим дисба­
лансом в содержании комплементарных нуклеотидов 
по сравнению с другими функциональными районами 
генов (Volkova, Kochetov, 2010). Также показано, что 
вто ричная структура, лежащая ниже стартового кодона 
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в неоптимальном контексте в позициях 13–17, может 
способствовать его распознаванию 40S субъединицами 
рибосом (Kochetov et al., 2007).

Ранее было найдено (Kochetov et al., 1998), что транс­
ляционно­значимые характеристики мРНК (контекст 
старт­кодона, размер 5′­НТП, потенциал формирования 
вторичной структуры) у выборки высокоэкспрессиру­
ющихся генов млекопитающих оптимизированы. мРНК 
с оптимальным контекстом стартового кодона харак­
теризуются более короткими 5′­НТП, отсутствием (или 
мень шим числом) uAUG, и они менее склонны к форми­
рованию стабильной вторичной структуры в лидерном 
районе. Однако данные о характеристиках 5′­НТП в 
основном были получены теоретически и в эксперимен­
тах in vitro для мРНК отдельных генов, что не позволя­
ло оценить реальную трансляционную значимость ее  
параметров.

В последние несколько лет благодаря технологии 
про филирования рибосом (ribosome profiling technique, 
Ribo Seq) (Siwiak, Zielenkiewicz, 2010; Ingolia et al., 2011; 
Schwanhausser et al., 2011; Weiss, Atkins, 2011; Lee et al., 
2012; Michel et al., 2012; и др.) были получены экспери­
ментальные данные по эффективности трансляции мРНК 
ряда эукариот. Профилирование рибосом – «глобаль ный 
снимок всех рибосом, загруженных на мРНК в клетке в 
одно мгновение», – производится путем количественного 
преобразования в ДНК защищенных рибосомами от ри­
бонуклеазы участков мРНК и секвенирования всех ДНК. 

Процедура рибосомного профилирования осуществля­
ется с помощью соответствующих ингибиторов инициа­
ции трансляции (например, харрингтонин) или элонгации 
(например, циклогексимид) или сначала инициации, а 
затем элонгации. Обработка харрингтонином ингибирует 
формирование первой пептидной связи и, таким образом, 
способствует позиционированию рибосом на стартовых 
кодонах; циклогексимид ингибирует элонгацию путем по­
давления перемещения пептидил­тРНК из акцепторного в 
донорный сайт большой субъединицы рибосомы.

Ранее в мировой практике оценивали уровень транс­
ляции мРНК с помощью анализа микрочипов мРНК, 
выделенных из полисом (Johannes et al., 1999; Zong et al., 
1999; Na, Lee, 2010), и профилирования с использованием 
аффинной очистки эпитопом­связанных рибосом (Heiman 
et al., 2008; Sanz et al., 2009). Однако эти методы не дают 
позиционной и количественной информации в отличие от 
метода профилирования рибосом. Данная техника важна 
для аннотирования генома и исследования регуляции 
экспрессии.

Рибосомное профилирование широко используется для 
исследования регуляции трансляции мРНК. Так, техноло­
гия RiboSeq позволила обнаружить новые транслируемые 
мРНК и альтернативные сайты инициации трансляции 
(Liu et al., 2011; Michel et al., 2012), в том числе в зави­
симости от фазы клеточного цикла (Brar et al., 2012), в 
условиях стресса (Gerashchenko et al., 2012), локализации 
трансляции в клетке (Reid, Nicchitta, 2012), апоптозе (Zhu 
et al., 2014). Однако существуют и недостатки данной 
технологии (Gerashchenko, Gladyshev, 2014).

Выявление трансляционно­значимых характеристик 
5′­НТП мРНК важно для предсказания трансляционной 

активности мРНК (Simon, Ruckenstein, 1966; Hein rich, 
Rapoport, 1980; Godefroy­Colburn, Thach, 1981; Zouridis, 
Hatzimanikatis, 2007; Dimelow, Wilkinson, 2009), особен­
ностей контроля экспрессии генов на пост­транс крип­
ционном уровне, а также связи между мутациями в этом 
районе гена и патологическими состояниями. В этой 
работе мы используем данные RiboSeq для выявления 
трансляционно­значимых характеристик мРНК и пред­
сказания эффективности трансляции мРНК по ее нуклео­
тидной последовательности.

Материалы и методы
Для выявления взаимосвязи между отдельными транс­
ляционно­значимыми характеристиками последователь­
ностей мРНК и соответствующими экспериментально 
найденными с помощью технологии рибосомного профи­
лирования RiboSeq эффективностями трансляции (коли­  
чество ридов), известными из литературы и базы данных 
GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), нами были со­
ставлены три следующие выборки мРНК с обработан­
ными данными RiboSeq: GSE30839 (Set 1, Mus musculus, 
эмбриональные стволовые клетки) (Ingolia et al., 2011); 
GSE31539 (Set 2, Homo sapiens, HEK293) (Reid, Nicchitta, 
2012); GSE37744 (Set3, Homo sapiens, HEK293) (Ingolia 
et al., 2012).

В качестве трансляционно­значимых характеристик 
мРНК мы использовали: 1) длину 5′­HTП; 2) наличие 
оптимального контекста аденина или гуанина в позиции 
–3 контекста стартового кодона, A/G–3; 3) наличие гуанина 
в позиции +4 контекста стартового кодона, G+4; 4) содер­
жание кодонов AUG в 5′­HTП, [uAUG]; 5) концентрацию 
отдельных гексануклеотидов в районах [–100, –1] и 
[3, 103] относительно стартового кодона; 6) содержание 
комплементарных нуклеотидов гуанина и цитозина в 
5′­HTП, ([G + C]); 7) индексы комплементарности (IC) в 
позициях [–15, 1] и [1, 20] относительно стартового кодо­
на; 8) длину 3′­HTП; 9) концентрацию комплементарных 
нуклеотидов C+G в 3′­HTП; 10) длину мРНК; 11) концен­
трацию комплементарных нуклеотидов C + G в мРНК. Для 
оценки эффективности трансляции использовали данные 
RiboSeq: нормированное количе ство ридов, rpkm (reads 
per kilobase of transcript per million mapped reads) после 
обработки харрингтонином.

Были отобраны два специфических набора гексанук­
леотидов, которые наиболее часто встречались в выборке 
мРНК, c высокими значениями rpkm и, соответствен­
но, высокой эффективностью инициации трансляции: 
GCCGCC, CGCCGC, CCGCCA, CCGCCG, CCGCGC, 
CCCGCC, CTCCGC, CGCGCC и AAGAAG, GAAGAA, 
CAAGAA, AGAAGC, CCAAGA, AAGCAG, AGAAGA, 
AAGAAA, AAAAAG, AAGAAC для районов [–100, –1] и 
[3, 103] относительно стартового кодона соответственно 
(см. табл. 4).

Индексы комплементарности IC[–15, 1] и IC[1, 20] 
вычисляли в районах [–15, 1] и [1, 20] соответственно, 
относительно стартовых кодонов. Комплементарный ин­
декс IC определяли как коэффициент корреляции между 
частотами комплементарных триплетов. Предполагается, 
что чем выше индекс IC, тем более стабильная вторичная 
структура формируется исследуемым районом.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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Для оценки и предсказания влияния характеристик 
нуклеотидной последовательности 5′­НТП мРНК мле­
копитающих на ее трансляционную эффективность, по­
лученную с помощью рибосомного профилирования, 
были использованы методы регрессионного, дискрими­
нантного и кластерного анализов.

Для оценки качества предсказания линейной регрессии, 
построенной методом наименьших квадратов, исполь­
зовали коэффициент корреляции между наблюдаемыми 
и предсказанными эффективностями трансляции. Не­
обходимо отметить, что для построения наиболее эф­
фективной регрессионной функции нет необходимости 
использования всех отобранных трансляционно­значи­
мых характеристистик, например, вследствие наличия 
мультиколлинеарности (т. е. характеристики мРНК могут 
коррелировать между собой).

Работа выполнялась на основе платформы BioUML 
(http://www.biouml.org). Были использованы следующие 
ее возможности: поддержка работы со многими базами 
данных; импорт/экспорт данных в разных форматах, ра­
бота с таблицами и выборками; поддержка DAS про токо­  
ла (http://www.biodas.org) для доступа к последователь­
ностям и их аннотациям; геномный браузер, обеспечива­
ющий широкие возможности интерактивной визуализа­
ции последовательностей, их аннотаций и данных NGS 
(поддержка и визуализация данных в форматах SAM/
BAM); разнообразные встроенные методы анализа дан­
ных; интеграция с R/Bioconductor и Galaxy (https://main.
g2.bx.psu.edu/) позволяют использовать внутри BioUML 
множество других программ, в первую очередь для вы­
равнивания ридов – BWA, Bowtie и др.

Результаты
Предсказание эффективности трансляции на осно-
вании трансляционно-значимых характеристик с 
по мощью дискриминантного анализа. Для проведения 
дискриминантного анализа мы отобрали по 1 000 мРНК 
с высокими и низкими значениями rpkm (с высоким 
и низким уровнем трансляции соответственно) из вы­
борки Set 1. Использовали следующие характеристики 
мРНК: [G + C] в 5′­НТП, длина 5′­НТП, A/G–3, IC [–15, 1], 
IC [1, 20], [uAUG], G+4, описанные в литературе как транс­
ляционно­значимые (табл. 1). Коэффициенты ли нейной 
дискриминантной функции определяли стандартным 
образом.

Среди 2 000 проанализированных мРНК из выборки 
Set 1 с высокими и низкими трансляционными эффек­
тивностями при проведении дискриминантного анализа 
удалось правильно классифицировать 74.8 % (табл. 2). 

Регрессионный анализ характеристик 5′-НТП мРНК,  
связанных с функционированием сигнала инициации 
трансляции. Проведен регрессионный анализ с целью 
выявить трансляционно­значимые характеристики 5′­НТП 
мРНК на основании данных рибосомного профилирова­
ния (нормированное количество ридов, rpkm) для выборок 
Set 1, Set 2 и Set 3 (табл. 3). При построении регресси­
онной функции были отобраны характеристики мРНК, 
определенные теоретически или в отдельных экспери­
ментах как трансляционно­значимые. Исходный набор 
характеристик содержал все (см. Материалы и методы) 

предсказывающие переменные, регрессоры. На каждом 
последующем регрессионном шаге удаляли наименее 
значимую характеристику с максимальным p­value.

В результате окончательная функция регрессии для 
выборки Set 1 содержала 14 наиболее значимых характе­
ристик. Коэффициент корреляции между наблюдаемыми 
и предсказанными значениями достиг максимального 
значения 0.377. Для предсказания значений из выборки 
Set 2 было отобрано 19 характеристик мРНК, для Set 3 – 
17. Коэффициенты корреляции между наблюдаемыми и 
предсказанными значениями эффективности трансляции 
достигли максимальных значений – 0.382 и 0.305 для Set 2 
и Set 3 соответственно.

Использование функции линейной регрессии y =  
= log(R1), где R1 – количество нормированных ридов, 
rpkm, после обработки харрингтонином, позволяет на 
основании экспериментальных данных по эффективно­
сти трансляции RiboSeq и по теоретически выявленным 
статистически значимым переменным предсказывать 
эффективность трансляции мРНК. На базе платформы 
BioUML мы разработали набор инструментов, позволя ­ 
ющий предсказывать эффективность трансляции по 
данным нуклеотидной последовательности мРНК (http://
micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/
Binding%20regions/Ribo­Seq%20and%20mRNA%20
features). Доступ к данному набору осуществляется по 
запросу к авторам статьи.

Анализ частот олигонуклеотидов в районах, при-
лежащих к стартовому кодону. При формировании на­
бора трансляционно­значимых характеристик мРНК для 
регрессионного анализа был проведен предварительный 

Table 1. Fisher linear discriminant function coefficients for trans­
lationally important characteristics of mRNAs 

mRNA characteristics Fisher coefficient

A/G–3 –5.8 × 10–5

G+4 –1.4 × 10–4

5’­UTR length 1.7 × 10–7

IC [1, 20] 2.0 × 10–4

IC [–15, 1] 4.4 × 10–4

[C,G] in 5’­UTR 0.002

[uAUG] 0.075

Table 2. The accuracy of translation efficiency classification 
based on translationally important mRNA characteristics 

mRNA translation 
efficiency

Percentage of classified mRNAs

correctly incorrectly

High 0.828 0.172

Low 0.668 0.332

All mRNAs 0.748 0.252

http://www.biouml.org
http://micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/Binding regions/Ribo-Seq and mRNA features
http://micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/Binding regions/Ribo-Seq and mRNA features
http://micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/Binding regions/Ribo-Seq and mRNA features
http://micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/Binding regions/Ribo-Seq and mRNA features
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Table 3. Regression coefficients for mRNA characteristics: Set 1, Set 2, Set 3

mRNA characteristics, Set 1 Regression coefficient Z­score p­value*

Set 1

[uAUG] –18.7745 12.4538 4.8 × 10–15

5’­UTR length –0.0061 9.9547 6.4 × 10–15

mRNA length 7.0 × 10–8 10.6784 1.5 × 10–13

AAAAAG [3, 103] 0.1036 6.1414 4.1 × 10–10

[G + C] in 5’ UTR –0.6468 5.7385 5.2 × 10–10

CCGCCA [–100, –1] 0.2425 6.0110 5.9 × 10–10

IC [–15, 1] –0.2041 4.2438 1.1 × 10–6

CCCGCC[–100, –1] –0.1341 4.1337 1.8 × 10–6

A/G–3 0.1320 4.0518 3.0 × 10–6

[G + C] in mRNA 1.2758 5.3203 5.5 × 10–6

3’­UTR length 4.0 × 10–6 3.5822 1.7 × 10–5

AAGCAG [3, 103] 0.0592 3.9310 5.0 × 10–5

AAGAAA [3, 103] 0.1008 2.6775 0.0037

AAGAAG [3, 103] 0.0321 2.0705 0.0192

Set 2

[G + C] in 5’ UTR 1.5874 45.4915 6.7 × 10–18

[G + C] in mRNA –2.0886 43.6240 5.4 × 10–18

mRNA length 6.2 × 10–7 27.5748 8.8 × 10–17

3’­UTR length –5.6 × 10–6 15.8597 9.1 × 10–17

CGCCGC [–100, –1] 0.1456 11.1288 8.3 × 10–15

G+4 0.0491 7.0671 8.0 × 10–13

CAAGAA [3, 103] 0.1017 6.7531 7.3 × 10–12

AAAAAG [3, 103] 0.1036 6.1414 4.1 × 10–10

A/G–3 0.0429 5.0215 2.5 × 10–7

GAAGAA [3, 103] 0.0659 4.7225 1.1 × 10–6

AGAAGC [3, 103] 0.0664 4.6729 1.4 × 10–6

CTCCGC [–100, –1] 0.0724 4.4143 5.0 × 10–6

CCGCCA [–100, –1] 0.0717 3.9105 6.0 × 10–6

AAGCAG [3, 103] 0,0592 3.9310 5.0 × 10–5

5’­UTR length 6.3 × 10–7 3.1167 9.0 × 10–5

[uAUG] –1.0117 –3.2702 0.0005

IC [–15, 1] –0.0638 –2.9720 0.0015

AAGAAG [3, 103] 0.0491 2.0705 0.0142

AGAAGA [3, 103] 0.0253 1.8736 0.0310

Set 3

mRNA length –9.97 × 10–6 24.3408 < 10–20

[uAUG] –8.9533 10.3665 < 10–20

A/G–3 0.1905 10.1875 < 10–18

3’­UTR length 5.1 × 10–6 8.1743 2.2 × 10–16

CCGCCA [–100, –1] 0.1569 5.4900 2.0 × 10–9

IC [–15, 1] –0.1584 4.6798 1.5 × 10–7

[G + C] in 5’ UTR –0.2258 4.3418 7.0 × 10–7

AAGCAG [3, 103] 0.0903 3.3412 4.2 × 10–5

[G + C] in 3’ UTR 0.3403 3.2927 4.5 × 10–5

CTCCGC [–100, –1] 0.0788 3.2086 6.0 × 10–5
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анализ частот гексануклеотидов в районах, прилежащих 
к стартовому кодону.

мРНК выборок Set1, Set2 и Set3 были ранжированы 
по значению нормированного количества ридов (rpkm) 
и разбиты на группы с высокой и низкой эффективно­
стью трансляции. Был проведен сравнительный анализ 
частот гексануклеотидов в районах [–100, –1] 5′­НТП и 
[3, 100] БКП. Для дальнейшего анализа были отобраны 
гексануклеотиды, частоты которых значимо выше в по­
следовательностях мРНК с высокой эффективностью 
трансляции (Fhigh) относительно аналогичных частот в 
последовательностях мРНК, с низкой эффективностью 
трансляции (Flow) (табл. 4). Данные гексануклеотиды, 
таким образом, являются характеристиками, дискрими­

нирующими мРНК с высокой и низкой эффективностью 
трансляции. Затем анализ проводился только для гекса­
нуклеотидов, чаще встречающихся в последовательностях 
мРНК, характеризующихся высокой эффективностью 
трансляции, т. е. Fhigh / Flow > 1.

Обсуждение
Предсказание эффективности трансляции на основа-
нии трансляционно-значимых характеристик с по-
мощью дискриминантного анализа. Проведен предва­
рительный дискриминантный анализ с характеристиками 
мРНК: [C + G] в 5′ НТП, длина 5′ НТП, A/G–3, IC [–15, 1], 
IC [1, 20], [uAUG], G+4, описанными в литературе как 
трансляционно­значимые. С использованием функции 

Table 4. Hexanucleotides tending to occur in [–100, –1] and [+3, +103] mRNA regions characterized by high efficiency of translation 
in samples Set1, Set2, and Set3; Fhigh / Flow > 1

Hexanucleotide Set1 Set2 Set3

Flow Fhigh Fhigh / Flow Flow Fhigh Fhigh / Flow Flow Fhigh Fhigh / Flow

[–100, –1] 5’­UTR

GCCGCC 0.070 0.187 2.671 0.139 0.253 1.820 0.063 0.169 2.68

CGCCGC 0.080 0.161 2.013 0.129 0.240 1.860 0.051 0.148 2.90

CCGCCA 0.046 0.126 2.739 0.040 0.177 4.425 0.037 0.105 2.838

CCGCCG 0.063 0.141 2.238 0.127 0.224 1.764 0.050 0.136 2.720

CCGCGC 0.048 0.110 2.292 0.110 0.148 1.345 0.048 0.110 2.292

CCCGCC 0.083 0.123 1.482 0.117 0.190 1.624 0.067 0.119 1.776

CTCCGC 0.048 0.084 1.750 0.057 0.118 2.070 0.042 0.079 1.881

CGCGCC 0.055 0.094 1.709 0.092 0.150 1.630 0.046 0.098 2.130

[+3, +103] CDS

AAGAAA 0.031 0.060 1.935 0.046 0.059 1.283 0.027 0.061 2.259

AAAAAG 0.060 0.097 1.617 0.066 0.095 1.439 0.058 0.091 1.569

AAGAAC 0.037 0.054 1.459 0.024 0.071 2.958 0.031 0.050 1.613

AAGAAG 0.071 0.134 1.887 0.090 0.161 1.789 0.073 0.134 1.836

AAGCAG 0.053 0.068 1.283 0.054 0.100 1.852 0.054 0.072 1.333

AGAAGA 0.076 0.105 1.382 0.095 0.127 1.337 0.081 0.115 1.420

AGAAGC 0.056 0.095 1.696 0.082 0.102 1.244 0.056 0.090 1.607

CAAGAA 0.050 0.097 1.940 0.053 0.130 2.453 0.053 0.100 1.887

End of Table 3

mRNA characteristics, Set 1 Regression coefficient Z­score p­value*

CGCCGC [–100, –1] 0.0559 2.9725 0.0014

CAAGAA [3, 103] 0.0829 2.9264 0.0017

AAGAAC [3, 103] 0.0914 2.8492 0.0023

5’­UTR length –7.0 × 10–8 2.6223 0.0044

AAGAAG [3, 103] 0.0524 2.3658 0.0090

CCAAGA [3, 103] 0.0527 1.7994 0.0360

[G + C] in mRNA –0.4714 3.2485 0.5825

* Regressors are arranged in the descending order of statistical significance, p­value.
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Фишера (см. табл. 1) нам удалось с точностью 74.8 % 
классифицировать 2 000 мРНК из выборки Set 1 как ха­
рактеризующиеся высокой и низкой эффективностью 
трансляции (см. табл. 2).

Далее с помощью регрессионного анализа мы решили 
выявить наиболее трансляционно­значимые характе­
ристики мРНК, используя экспериментальные данные 
рибосомного профилирования как параметры эффектив­
ности трансляции.

На основании результатов проведенного регрессион­
ного анализа мы сделали ряд выводов.

1. Полученные с помощью регрессионного анализа 
результаты не однозначны для трех проанализированных 
выборок. Тенденции влияния отдельных трансляционно­
значимых параметров разнонаправлены. Возможно, это 
связано с погрешностями эксперимента, различными 
условиями и особенностями регуляции трансляции для 
разных типов клеток.

2. Тем не менее можно выделить трансляционно­значи­
мые параметры мРНК, тенденция влияния на эффектив­
ность трансляции которых наиболее значима и одинакова 
для всех трех выборок:

A/G–3, [uAUG], IC [–15, 1] снижают эффективность 
тран сляции;

CCGCCA [–100, –1], AAGAAA [3, 103], AAGAAG 
[3, 103], AAGCAG [3, 103], AAAAAG [3, 103] усиливают 
эффективность трансляции.

Обнаруженные закономерности хорошо укладываются 
в общую схему инициации трансляции в рамках модели 
«линейного сканирования» (Kozak, 2005) и согласуются с 
полученными теоретически данными (Volkova, Kochetov, 
2010). 

3. Регрессионный анализ позволяет выявлять наиболее 
трансляционно­значимые параметры мРНК и с исполь­
зованием их предсказывать эффективность трансляции.

4. Данные рибосомного профилирования позволяют 
выявлять трансляционно­значимые параметры мРНК 
и использовать полученные данные для предсказания 
эффективности трансляции мРНК и при клонировании 
мРНК эукариот методами генной инженерии.

Следует отметить, что гек сануклеотиды, отобранные 
как значимо коррелирующие с эффективностью транс­
ляции на левых флангах стартовых кодонов, существенно 
отличаются по своему нуклеотидному составу от олиго­
нуклеотидов, отобранных на правых флангаx мРНК, ха­
рактеризующихся высокой эффективностью трансляции, 
и часто содержат в 5′­НТП GC­богатые гексануклеотиды 
с гуанином в каждой третьей позиции, в БКП – A­, G­ и 
С­богатые (U избегается) гексануклеотиды. Отметим, 
что гексануклеотиды, часто расположенные в 5′­НТП 
мРНК, характеризующихся высокой эффективностью 
трансляции, имеют сходство с оптимальным контекстом 
млекопитающих GCCRCCAUGG (Kozak, 1986, 1987a, b; 
De Angioletti et al., 2004). Показано, что олигонуклеотид 
GCCGCCGCC (c G в каждой третьей позиции) усилива­
ет эффективность трансляции на AUG и неAUG кодо­
нах в отсутствии G в +4 позиции (Kozak, 1987a, 1989). 
По­видимому, высокая частота встречаемости данных 
гексануклеотидов в 5′­НТП мРНК, характеризующихся 
высокой эффективностью трансляции, связана с их спо­

собностью усиливать эффективность инициации транс­
ляции как стартовых кодонов.

Отметим, что олигонуклеотиды БКП не позициониро­
ваны относительно рамки считывания. Представленные 
комбинации нуклеотидов приводят к образованию три­
плетов, кодирующих аминокислоты Ala, Asn, Arg, Ser, Gln, 
Glu и Pro. Ранее было показано, что данные аминокислоты 
перепредставлены во 2–4­й позициях белков, и считается, 
что они способствуют образованию первой пептидной 
связи (Volkova, Kochetov, 2010). Уридин не встречается 
в комбинации нуклеотидов в мРНК, характеризующихся 
высокой эффективностью трансляции. Это позволяет 
избегать стартового и стоп­кодонов, а также уридина в 
+4­позиции, который, как показано, уменьшает эффектив­
ность трансляции (Kozak, 1997).
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