Короткая внутренняя рамка считывания  кодирует новый пептид, контролирующий накопление материнской мРНК 

Ершова Н.М.1, Шешукова Е.В.2
Студентка, младший научный сотрудник
1Московский Государственный Университет им. М.В.Ломоносова, биологический факультет, Москва, Россия; 2Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова Российской академии наук, Москва, Россия 
E-mail: ershovanatalie@gmail.com, ekaterina.sheshukova@gmail.com 
Короткие открытые рамки считывания (кОРС) являются общей чертой всех геномов, но в настоящее время известно лишь несколько функциональных пептидов, кодируемых кОРС в другой, отличной от материнского гена, рамке, но в ее пределах. Недавно мы идентифицировали и изолировали ген, кодирующий фактор, ассоциированный с некрозом листьев  (ФАНЛ) растений рода Nicotiana.  Уровень содержания мРНК ФАНЛ в интактных листьях растений N. tabacum и N. benthamiana очень низок, но резко возрастает при некротизации листьев, вызванной вирусом табачной мозаики (ВТМ) при суперпродукции белка, или как результат дисфункции хлоропластов, вызванной продолжительной темнотой, действием абиотических факторов (соль, спирт, перекись водорода) или вирусной инфекцией. Хотя последовательность белка ФАНЛ имеет 50% гомологию с ингибитором трипсина Кунитца (ИТК) Arabidopsis thaliana, он не обладает активностью ИТК. Кроме того оказалось, что в отличие от неповрежденных листьев растений рода Nicotiana содержание ФАНЛ и его мРНК в корнях высоко и увеличивается с возрастом растения. Чтобы получить более четкое представление о механизме регуляции гена ФАНЛ мы исследовали его структуру и обнаружили в мРНК ФАНЛ кОРС в другой, отличной от материнского гена, рамке, но в ее пределах. кОРС кодирует 53-а.к. пептид (53-Пеп), содержащий три остатка Cys и амфипатическую спираль. 53-Пеп кОРС начинается со стартового кодона, находящегося в оптимальном контексте, и заканчивается стоп-кодоном в пределах гена ФАНЛ. Интересно, что последовательность ИТК Arabidopsis thaliana не содержит 53-Пеп кОРС. Мы разработали подход для проверки способности 53-Пеп кОРС направлять синтез пептида в листьях. Для этой цели мы использовали вектор, который содержал репортерные последовательности (ген GFP или GUS), находящиеся в рамке считывания с 53-Пеп кОРС, но не гена ФАНЛ, так что  репортерный белок синтезировался только в том случае, когда транслировалась последовательность 53-Пеп кОРС. Трансфекция листьев N. benthamiana этими конструкциями позволила детектировать слитые белки 53-Пеп:GFP  и 53-Пеп:GUS. Биологическая роль 53-Пеп в регуляции белка ФАНЛ была выявлена при использовании двух подходов. Во-первых, мы трансфицировали листья конструкцией, кодирующей 53-Пеп и показали резкое подавление накопления мРНК ФАНЛ. Во-вторых, мутагенез стартового AUG кодона 53-Пеп кОРС в последовательности мРНК ФАНЛ увеличил уровень продукции белка ФАНЛ и накопление соответствующей мРНК в 8-10 раз в растительных клетках. Мы пришли к выводу, что (а) синтез 53-Пеп регулируется при участии хлоропластов и (б) 53-Пеп ответственен за ограничение экспрессии материнской гена ФАНЛ в интактных листьях. 53-Пеп кОРС представляет собой первый пример, когда короткая внутренняя ОРС контролирует активность материнского гена в растении.

