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Об на ру же ние в клет ках  
рас те ний но вой  

ци топ лаз ма ти чес кой РНК, 
соот ве тс твую щей 5’-кон це во му 

фраг мен ту 5,3S РНК

В то таль ных пре па ра тах РНК, вы де лен ных из за ро ды шей пше ни
цы, бы ла об на ру же на но вая ма лая ци топ лаз ма ти чес кая (мц)РНК раз
ме ром 55 нук леоти дов, соот ве тс твующая 5’кон це во му фраг мен ту 
5,3S рРНК, ко то рая, в свою оче редь, яв ляет ся про дук том диск рет ной 
фраг мен та ции мо ле ку лы 18S рРНК. Эта ци топ лаз ма ти чес кая РНК бы
ла де тек ти ро ва на в клет ках рас те ний, от но ся щих ся к раз лич ным так
со нам, а так же в клет ках пе че ни кры сы, так что про цесс диск рет ной 
фраг мен та ции 18S  рРНК, пови ди мо му, яв ляет ся дос та точ но уни
вер саль ным яв ле нием. Установ ле но, что со дер жа ние исс ле дуемой 
мцРНК в мо ло дых по бе гах рас те ний зна чи тель но ни же, чем в су хих и 
про рас таю щих се ме нах, и что ее со дер жа ние по вы шает ся, ес ли про
ро щен ные се ме на под вер га лись воз дейст вию ст рес со вой для рас
те ний тем пе ра ту ры (37°С). Про цесс диск рет ной фраг мен та ции 18S 
рРНК, воз мож но, яв ляет ся ре гу ля тор ным ме ха низ мом, за пус кае мым 
в клет ках рас те ний в от вет на воз дейст вие ст рес со вых фак то ров ок
ру жаю щей сре ды. 

Клю че вые сло ва: ма лые ци топ лаз ма ти чес кие РНК, диск рет ная 
фраг мен та ция, 18s рРНК, теп ло вой шок.
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Detection of New Cytoplasmic 
RNA Corresponding to 

5’-Terminal Fragment of 5.3 S 
RNA in Plant Cells

It was revealed that in total RNA preparations isolated from wheat 
germ continuously detects small cytoplasmic RNA (scRNA) of about 55 
nucleotides corresponding to the 5’terminal fragment of 5.3S RNA, which 
in turn, is a fragment of 18S rRNA. This cytoplasmic RNA was detected in 
plant cells belonging to different taxa, as well as in rat liver cells, so that 
the investigated process of discrete 18S rRNA fragmentation should be suf
ficiently universal phenomenon. It was established that the content of in
vestigated 18S rRNA fragment is much lower in young plant shoots rather 
than in dry and germinating seeds, and that its content increases if germi
nated seeds were exposed to heat shock (37° C). The process of discrete 
fragmentation of 18S rRNA probably could be the regulatory mechanism 
started in response to environmental stress.

Key words: small cytoplasmic RNAs, descrete fragmentation, 
18s rRNA, heat shock.
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Өсім дік жа су ша ла рын да 5,3S 
РНҚ 5’-ұшы на сәй кес ке летiн 

жа ңа ци топ лаз ма лық РНҚ  
та был ды 

Би дай ұрық та ры нан алын ған РНҚ жал пы пре па рат та рын да мөл
ше рі 55 нук лео тид бо ла тын жа ңа кі ші ци топ лаз ма лық (кц) РНҚ та был
ды. Ол 5,3S РНҚ 5’ұшы на сәй кес ке ле ді де өз ке зе гін де 18S рРНҚ 
бөл шек тен ге ні нің өні мі бо ла ды. Бұл ци топ лаз ма лық РНҚ әр түр лі так
сон дар ға жа та тын өсім дік тер жа су ша ла рын да да та был ды, сон дайақ 
егеу құй рық бауыры ның жа су ша ла рын да да та был ды. Сон дық тан 18S 
рРНҚ бөл шек те нуі те гі кең та рал ған құ бы лыс бо ла ды. Зерт тел ген (кц) 
РНҚ мөл ше рі өсім дік тер дің жас өс кін де рін де, құр ғақ жә не өсіп ке ле 
жат қан тұ қым дар ға қа ра ған да, ана ғұр лым аз жә не оның мөл ше рі кө
бейеді, егер өсіп ке ле жат қан тұ қым дар ға өсім дік тер үшін жа ғым сыз 
тем пе ра ту ра мен (37°С) әсер ет се. 18S рРНҚ диск рет ті бөл шек те нуі 
қор ша ған ор та ның жа ғым сыз әсер ле рі не жауап ре тін де өсім дік тер 
жа су ша ла рын да пай да бо ла тын рет те гіш те тік бо луы мүм кін. 

Түйін  сөз дер: кіші ци топ лазма лық РНҚ, бөл шектену, 18S рРНҚ, 
ыс тық шок.
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Вве де ние

В клет ках эука ри от, по ми мо мРНК, тРНК и рРНК, со дер-
жат ся и дру гие клас сы РНК: ма лые ядер ные РНК (мяР НК), ма-
лые ци топ лаз ма ти чес кие РНК (мцРНК), мик роРНК (мкРНК) и 
ко рот кие ин тер фе ри рующие РНК (киР НК). В клет ках эука ри-
от не ко ди рующие РНК зна чи тель но пре вос хо дят по ви до во му 
раз нооб ра зию ко ди рующие мРНК [1]. Фи зи оло ги чес кая роль 
боль шинс тва из них ос тает ся неиз ве ст ной. Не ко то рые мцРНК 
яв ляют ся про дук том диск рет ной фраг мен та ции бо лее длин ных 
пред шест вен ни ков [2]. 

Ра нее в клет ках за ро ды шей пше ни цы, во фрак ции на тив ных 
40S ри бо сом ных суб час тиц, ко то рые функ цио наль но тож дест-
вен ны преи ни циатор ным транс ля ци он ным комп лек сам, на ми 
бы ла впер вые об на ру же на мцРНК 5,3S РНК дли ной око ло 135 
нук леоти дов. Бы ло установ ле но, что 5,3S РНК, ко ли че ст во ко-
то рой уве ли чи вает ся под дей ст вием теп ло во го шо ка, яв ляет-
ся про дук том диск рет ной фраг мен та ции мо ле ку лы 18S рРНК, 
на хо дя щей ся в сос та ве 40S ри бо сом ных суб час тиц [3]. В нас-
тоя щей ра бо те мы про ве ря ли, яв ляет ся ли вновь отк ры тая на-
ми мцРНК про дук том диск рет ной фраг мен та ции мо ле ку лы 18S 
рРНК рас те ний и имеет ли она от но ше ние к 5,3S рРНК. Целью 
ра бо ты яви лось выяв ле ние упо мя ну той мцРНК в раз лич ных об-
раз цах рас ти тель но го проис хож де ния и выяс не ние конк рет ных 
ус ло вий ее появ ле ния. 

Ма те ри алы и ме то ды

Объек том исс ле до ва ния слу жи ли за ро ды ши пше ни цы сор та 
Ка за хс танс кая-4, вы де лен ные сог лас но [4]. То таль ные пре па ра-
ты РНК вы де ля лись, по ми мо пше ни цы, из сле дующих ви дов 
рас те ний: ку ку ру зы, та ба ка, кар то фе ля, то ма тов, ара би доп си са, 
тык вы, дур ма на, ге ра ни, фа со ли, а так же из пе че ни кры сы. 

Вы де ле ние то таль ных пре па ра тов РНК осу ще ст вля ли с ис-
поль зо ва нием три зо ла фир мы «Ambion». 

При го тов ле ние [32P]-ме че ных и DIG-ме че ных зон дов. В 
ра бо те ис поль зо ва ли оли го де зок си ри бо нук леоти ды (оли-
гоД НК) «5’18S-» (5’-ACAAGCATATGACTACTGGCAGGA-S-» (5’-ACAAGCATATGACTACTGGCAGGA--» (5’-ACAAGCATATGACTACTGGCAGGA-ACAAGCATATGACTACTGGCAGGA-
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CAACCAGGTA-3’) и «as-U9» (5’-AGCTTGCT--3’) и «as-U9» (5’-AGCTTGCT-as-U9» (5’-AGCTTGCT--U9» (5’-AGCTTGCT-U9» (5’-AGCTTGCT-9» (5’-AGCTTGCT-AGCTTGCT-
GAGTCTCTTCTAATCGTACCGGGGTG-3’). 
Для по лу че ния [32P]-ме че ных зон дов про во ди ли 
реак цию ки ни ро ва ния оли гоД НК в при су тс твии 
0,01 мМ [γ-32Р]ATP (185 TBq/mmol) с ис поль зо-
ва нием по ли нук лео тид ки на зы фа га Т4 фир мы 
«Fermentas». Для по лу че ния DIG-ме че ных зон-
дов ис поль зо ва ли на бор DIG Oligonucleotide 3’-
End Labelling Kit фир мы «Roche». 

Элект ро фо рез РНК про во ди ли в 15%-м или 
сме шан ном (4%/7%/20%) по ли ак ри ла мид ном 
ге ле в при су тс твии 8М мо че ви ны [5]. 

Но зерн-блот тинг. Пе ре нос на ней ло но вую 
мемб ра ну, урав но ве шен ную в 0,1х Трис-бо рат-
ном бу фе ре, про во ди ли на при бо ре для по лу су-
хо го блот тин га фир мы «Bio-Rad» при си ле то ка 
250 мA в те че ние 30 ми нут. По окон ча нии про-
це ду ры мемб ра ну су ши ли и об ра ба ты ва ли УФ-
све том в кросс лин ке ре фир мы «UVP». Гиб ри ди-
за цию мемб ран с зон да ми про во ди ли в те че ние 
но чи в гиб ри ди за цион ном бу фе ре UltraHyb-oligo 
фир мы «Ambion» при тем пе ра ту ре 60°С. Пос ле 
от мыв ки мемб ран про во ди ли их ра диоав тог ра-
фию. Гиб ри ди за цию с DIG-ме чен ны ми про ба-
ми и пос ле дующую де тек цию с ис поль зо ва нием 
хе ми лю ми нис цент но го аген та про во ди ли с ис-
поль зо ва нием на бо ра DIG Luminescent Detection 
Kit for Nucleic Acids фир мы «Roche» по ме то ди-
ке произ во ди те ля. 

 Ре зуль та ты и их об суж де ние

Ра нее в клет ках за ро ды шей пше ни цы на ми 
бы ли иден ти фи ци ро ва ны две мцРНК: 5,3S РНК 
дли ной око ло 135-ти нук леоти дов, ко то рая соот-
ве тс тво ва ла 5’-кон це во му сег мен ту 18S рРНК 
(см. рис. 1) [3]. Для де тек ти ро ва ния 5,3S РНК 
в клет ках рас те ний в ка че ст ве зон да ис поль зо-
вал ся [32Р]-ме че ный РНК-транск рипт (раз ме ром 
око ло 145 нт), транс кри би руемый с кДНК, соот-
ве тс твую щей по пос ле до ва тель ности мо ле ку ле 
5,3S РНК. Ис поль зо ва ние та ко го длин но го зон да 
не поз во ля ло выя вить бо лее ко рот кие 5’-кон це-
вые фраг мен ты 18S рРНК. В нас тоя щей ра бо те 
ис поль зо вал ся 35-нук лео тид ный зонд «5’18S-», 
комп ле мен тар ный 5’-кон це вым ос тат кам 18S 
рРНК пше ни цы. 

Ре зуль та ты гиб ри ди за цион но го ана ли за то-
таль ных пре па ра тов РНК, вы де лен ных из раз-
лич ных рас ти тель ных объек тов с ис поль зо ва-
нием [32Р]-ме че но го зон да «5’18S-», при ве де ны 
на ри сун ке 2. 

Как вид но из дан ных, предс тав лен ных на ри-
сун ке 2 А, во всех исс ле дуемых об раз цах об на-

ру жи вает ся ра нее отк ры тая на ми 5,3S РНК, соот-
ве тс твующая 134-нук лео тид но му 5’-кон це во му 
фраг мен ту 18S рРНК рас те ний. При этом во всех 
об раз цах так же при су тс твует бо лее ко рот кий 
5’-кон це вой фраг мент 18S рРНК раз ме ром око-
ло 55 нук леоти дов, ко то рый мы для уп ро ще ния 
наз ва ли «5’-55нт-рРНК». В ка че ст ве РНК-мар-
ке ра ис поль зо ва лась конс ти ту тив но эксп рес си-
рующаяся в клет ках рас те ний 102-нук лео тид ная 
мяР НК U6 (ма жор ная по ло са на ри сун ке 2Б). Из 
дан ных, предс тав лен ных на этом ри сун ке, так же 
вид но, что при воз дейст вии теп ло во го шо ка (1 
час при 37°C) ко ли че ст во «5’-55нт-рРНК» в про-
ро щен ных за ро ды шах пше ни цы уве ли чи вает ся 
приб ли зи тель но в два ра за (до рож ка 2 про тив 
до рож ки 1 на рис. 2).

Что бы про ве рить, влияет ли ста дия жиз-
нен но го цик ла рас те ний на со дер жа ние в клет-
ках «5’-55нт-рРНК», а так же, что бы про ве рить, 
яв ляет ся ли исс ле дуемая диск рет ная фраг мен-
та ция 18S рРНК уни вер саль ным для рас те ний 
яв ле нием, мы про ве ли гиб ри ди за цион ный ана-
лиз то таль ных пре па ра тов РНК, вы де лен ные из 
су хих (по коящих ся), про ра щен ных за ро ды шей 
пше ни цы и из пя тид нев ных рост ков пше ни цы, 
а так же пре па ра тов РНК, вы де лен ных из раз-
ных ви дов рас те ний, от но ся щих ся к раз лич ным 
так со нам. Ре зуль та ты экс пе ри мен та предс тав ле-
ны на ри сун ке 3. Как вид но из дан ных, предс-
тав лен ных на этом ри сун ке, «5’-55нт-рРНК», 
не яв ляет ся столь уни вер саль ной мцРНК, как 
5,3S рРНК. При про ра стании се мян со дер жа ние 
«5’-55нт-рРНК» в их клет ках зна чи тель но уве-
ли чи вает ся (до рож ка 2 про тив до рож ки 1 на рис. 
3), при этом в клет ках мо ло дых по бе гов ее со-
дер жа ние сни жает ся вп лоть до пол но го от су тс-
твия (до рож ки 4 и 5 на рис. 3). За тем, при ста-
ре нии кле ток, со дер жа ние дан ной мцРНК вновь 
по вы шает ся (до рож ки 6-9 на рис. 3). 

Из дан ных, предс тав лен ных на ри сун ке 2, 
вид но, что «5’-55нт-РНК» от су тс твует в без ри-
бо сом ном экст рак те (до рож ка 1 на рис. 3), хо-
тя при су тс твует в клет ках за ро ды шей пше ни цы 
(до рож ка 2 на рис. 3). Это го во рит о том, что 
пос ле рас щеп ле ния мо ле кул 18S рРНК, на хо-
дя щих ся в сос та ве 40S ри бо сом ных суб час тиц, 
«5’-55нт-рРНК» ос тает ся в сос та ве ри бо сом ных 
суб час тиц.

Су дя по дан ным криоэлект рон ной мик рос ко-
пии ри бо сом рас те ний, а так же по дан ным кросс-
лин кин га, учас ток 50-60 18S рРНК, где пред по-
ло жи тель но проис хо дит раз рыв при от щеп ле нии 
фраг мен та «5’-55нт-рРНК», не эк ра ни ро ван ка-
ки ми-ли бо ри бо сом ны ми бел ка ми [6]. 
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За ос но ву взя та ст рук ту ра X00755 на сайте http://www.rna.icmb.utexas.edu; 

се рым цве том обоз на чен учас ток 18S рРНК, соот ве тс твую щий «5’-55нт-рРНК»

Ри су нок 1 – Мо дель вто рич ной ст рук ту ры 18S рРНК пше ни цы
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А – гиб ри ди за ция с [32Р]-ме че ным зон дом «5’18S-»; Б – гиб ри ди за ция с [32Р]-ме че ным зон дом «as-U6». 
На до рож ках проана ли зи ро ва ны то таль ные пре па ра ты РНК из сле дующих объек тов: 

1 – про ро щен ных за ро ды шей пше ни цы без воз дейст вия теп ло во го шо ка; 
2 – из про ро щен ных за ро ды шей пше ни цы пос ле их ин ку ба ции при 37°С в те че ние 1 ча са;

3 – из рост ков Arabidopsis thaliana; 4 – из рост ков Nicotiana benthamiana; 5 – из рост ков то ма тов.

Ри су нок 2 – Исс ле до ва ние яв ле ния ск ры той диск рет ной фраг мен та ции мо ле ку лы 18S рРНК рас те ний с ее 5’-кон ца

 

А – 15% ПАА-гель, окрашенный бромистым этидием; Б – радиоавтограмма проявленной мембраны. 
На дорожках проанализированы препараты РНК, выделенные из следующих объектов: 

1 – из безрибосомного экстракта из зародышей пшеницы; 2 – из сухих зародышей пшеницы; 3 – из проращенных 
зародышей пшеницы; 4 – из проростков пшеницы; 5 – из проростков кукурузы; 6 – из листьев дурмана; 7 – из листьев 

герани; 8 – из листьев тыквы; 9 – из побегов картофеля; 10 – из побегов фасоли; 11 – из клеток печени крысы.

Рисунок 3 - Гибридизационный анализ тотальных препаратов РНК 
из различных растительных объектов с использованием DIG-меченого зонда «5’18S-»
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В то же вре мя, нес мот ря на ана ло гич ный 
спо соб вы де ле ния то таль ных пре па ра тов РНК, 
со дер жа ние «5’-55нт-РНК» зна чи тель но раз-
ли ча лось, в за ви си мос ти от ста дии ве ге та ции 
рас те ний, объек та исс ле до ва ния и от то го, под-
вер га лись ли объек ты исс ле до ва ния теп ло во му 
шо ку или нет. По этой при чи не про цесс диск-
рет ной фраг мен та ции мо ле ку лы 18S рРНК с 
об ра зо ва нием «5’-55нт-рРНК» нель зя счи тать 
ар те фак том вы де ле ния РНК из рас ти тель ных 
объек тов. Та ким об ра зом, ме ха низ мы, ле жа щие 
в ос но ве выяв лен но го ти па диск рет ной фраг мен-
та ции мо ле ку лы 18S рРНК рас те ний, ос тают ся 
неиз ве ст ны ми. Диск рет ная фраг мен та ция 18S 
рРНК, воз мож но, яв ляет ся ре гу ля тор ным ме ха-
низ мом, за пус кае мым в клет ках рас те ний в от вет 

на воз дейст вие ст рес со вых фак то ров ок ру жаю-
щей сре ды.

Та ким об ра зом, ме ха низ мы, ле жа щие в ос но-
ве выяв лен но го ти па диск рет ной фраг мен та ции 
мо ле ку лы 18S рРНК рас те ний, ос тают ся неиз ве-
ст ны ми.

Бла го дар нос ти. Ав то ры статьи вы ра жают 
бла го дар ность про фес со ру То ма су Хо ну (Thomas 
�ohn) за сот руд ни чест во в вы пол не нии нас тоя-
щей ра бо ты. 

Ра бо та вы пол не на в рам ках гран то во го 
проек та 1877/ГФ3 «Изу че ние мо ле ку ляр ных ме-
ха низ мов взаимо дей ст вия мРНК и ап па ра та 
транс ля ции рас те ний для со вер шенс тво ва ния 
тех но ло гии син те за ре ком би на нт ных бел ков».
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