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В процессе синтеза белка рибосома передвигается вдоль молекулы мРНК, считывая один кодон за другим.
Транслокация рибосомы индуцируется консервативным белком, фактором элонгации G (EF#G) у бактерий
и фактором элонгации 2 (EF#2) у эукариот. Индуцируемая фактором элонгации EF#G транслокация приво#
дит к раскручиванию внутримолекулярных вторичных структур мРНК на три пары оснований одновремен#
но, что превращает транслирующую рибосому в процессивную хеликазу. Профессор Александр Сергеевич
Спирин внёс значительный вклад в понимание молекулярного механизма транслокации. В настоящем об#
зоре рассмотрены идей Спирина о транслокации рибосом и последние достижения в этой области, которые
стали возможны благодаря новаторской работе Спирина. Мы также обсудим нерешённые проблемы, каса#
ющиеся транслоказной и хеликазной активности рибосомы.
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ВВЕДЕНИЕ

На стадии элонгации биосинтеза белка ри#
босома производит декодирование нуклеотид#
ной последовательностей кодонов, связываю#
щихся с антикодоном молекулы тРНК, несущей
аминокислотные остатки. И малые (30S – у бак#
терий), и большие (50S – у бактерий) субъеди#
ницы содержат три сайта связывания тРНК:
сайты A (аминоацил), P (пептидил) и E (выход).
В начале каждого цикла элонгации вновь посту#
пившая аминоацил#тРНК связывается с А#сай#
том рибосомы. После реакции переноса пепти#
дила образующиеся пептидил#тРНК и деацили#
рованная тРНК вместе с ассоциированными ко#
донами мРНК транслоцируются из сайтов А и Р
в сайты Р и Е соответственно (рис. 1, a–f). Этот
процесс катализируется универсально консер#
вативным белковым фактором EF#G (EF#2 – у
эукариот). Молекулярный механизм транслока#
ции интересовал учёных с момента зарождения
области синтеза белков и оставался одним из ос#
новных направлений исследований в лаборато#

рии Александра Спирина на протяжении более
50 лет [1–6]. Лаборатория Спирина открыла ряд
важных аспектов механизма транслокации
[7–11]. Спиринские модели рибосомной транс#
локации со «смыканием–размыканием» [2, 6] и
«броуновским храповиком» [4, 12, 13] оказали
большое влияние и заложили основу для иссле#
дований транслокации на протяжении десяти#
летий. Ниже мы рассмотрим ключевой вклад ла#
боратории Александра Спирина и недавний
прогресс в исследованиях рибосомной трансло#
кации, основанный на идеях Спирина. Более
подробные обзоры современного состояния по#
нимания механизма транслокации можно найти
в других источниках [14–16].

РОЛЬ EF!G И МОЛЕКУЛ тРНК
В ТРАНСЛОКАЦИИ РИБОСОМЫ

ВДОЛЬ МОЛЕКУЛЫ мРНК

Универсально консервативная ГТФаза EF#G
ускоряет транслокацию рибосом примерно на
4 порядка по сравнению с некатализируемой ре#
акцией [18–20]. Гидролиз ГТФ под действием
EF#G активируется в результате взаимодействия
G#домена этого белка с сарцин#рициновой пет#
лей (SRL) 23S рРНК [21, 22]. Роль гидролиза
ГТФ в транслокации была установлена в работах

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ASL – антикодоны «сте#
бель–петля»; EF#G – фактор элонгации G; EF#2 – фактор
элонгации 2; R, NR и CH – повёрнутое, неповёрнутое и
химерное состояния 50S# и 30S#субъединиц рибосомы.

* Адресат для корреспонденции.
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сотрудников лабораторий Казиро и Спирина [9,
23–25]. Они продемонстрировали, что EF#G
индуцирует эффективную транслокацию в
ГТФ#связанной форме. В присутствии ГДФ или
при отсутствии нуклеотидов EF#G не способ#
ствует транслокации. Замены ГТФ на негидро#
лизуемые аналоги сохраняли способность EF#G
индуцировать транслокацию, оцениваемую по
повышению чувствительности пептидил#тРНК
к пуромицину или по высвобождению деацили#
рованной тРНК из рибосомы. Однако негидро#
лизуемые аналоги ГТФ удерживают EF#G на ри#
босоме. Эти результаты позволили сделать пред#
положение о том, что гидролиз GTP не требует#
ся для транслокации, но необходим для высво#

бождения EF#G. Результаты экспериментов
Спирина и Казиро были подтверждены более
поздними кинетическими исследованиями, по#
казавшими, что негидролизуемые аналоги ГТФ
не изменяют путь транслокации [26, 27]. Более
того, замена ГТФ на негидролизуемые аналоги
лишь умеренно влияла на скорость одного раун#
да транслокации, снижая её в 2–50 раз в зависи#
мости от условий эксперимента [19, 26, 28, 29].

Ещё один фундаментальный аспект меха#
низма транслокации был обнаружен в лаборато#
рии Спирина в ходе экспериментов, показав#
ших, что молекулы тРНК могут перемещаться в
рибосоме при отсутствии мРНК [10, 11]. На ос#
новании этих результатов было сделано предпо#

Рис. 1. Движение тРНК и конформационные перестройки рибосомы в составе комплекса EF#G–рибосома. а–c – Блок#
диаграммы, показывающие положения пептидил#тРНК (зелёный) и деацилированной (оранжевый) тРНК относительно
сайтов A (бирюзовый), P (серый) и E (жёлтый) на 50S#субъединице и головке и теле 30S#субъединицы. d–f – Вид струк#
туры со стороны интерфейса 70S#субъединицы рибосомы, связанной с тРНК и EF#G, на котором 50S# и 30S#субъедини#
цы показаны светло#голубым и светло#жёлтым цветом соответственно, а две тРНК – темно#оранжевым и темно#зелёным,
EF#G – темно#красным. g–i – Межсубъединичное вращение, сопровождающее транслокацию и наблюдаемое со сторо#
ны 30S#субъединицы, обращённой к растворителю. 50S# и 30S#субъединицы показаны синим и жёлтым цветом соответ#
ственно. Стрелками обозначено вращение против часовой стрелки 30S#субъединицы относительно 50S#субъединицы.
Значения углов межсубъединичного вращения (согласно статье Mohan et al. [17]), измеренные относительно структуры
невращающейся рибосомы (PDBID 4V51). a, d и g – Повёрнутая (R) рибосома перед транслокацией связана с EF#G и
тРНК в гибридных состояниях A/P и P/E (PDBID 4V7D). b, e и h – Частично повёрнутая рибосома, содержащая тРНК в
химерных (CH) состояниях ap/P и pe/E молекул тРНК (PDBID 4W29). c, f и i – Рибосома, связанная с EF#G после транс#
локации, в неповёрнутой (NR) конформации (PDBID 4V5F), которая содержит тРНК, связанные в классических P/P
и E/E состояниях
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ложение о том, что мРНК приводится в движе#
ние транслокацией антикодонов «стебель–пет#
ля» (ASL) в тРНК, находящихся на A# и P#сай#
тах. Более поздние исследования показали, что
для транслокации мРНК необходимо присут#
ствие ASL в сайте A и полноразмерной тРНК –
на сайте P пре#транслокационной рибосо#
мы [30]. Идея о транслокации мРНК, движимой
тРНК, была подтверждена с помощью методов
измерения одиночных молекул, показавших,
что мРНК за один раз перемещает три нуклео#
тида без каких#либо промежуточных эта#
пов [31]. Поскольку тРНК взаимодействует как
с 30S#, так и с 50S#субъединицей (рис. 1, a–f),
движимый молекулами тРНК механизм транс#
локации означает, что в этом процессе участву#
ют обе субъединицы рибосомы.

ПЕРЕСТРОЙКА СТРУКТУРЫ РИБОСОМЫ:
ГИПОТЕЗА СМЫКАНИЯ–РАЗМЫКАНИЯ

В 1968–1969 гг., основываясь на субъединич#
ной структуре рибосомы, Спирин предложил
модель транслокации, основанную на смыка#
нии–размыкании [1, 2, 6]. Эта модель предпола#
гала, что: 1) транслокация тРНК включает пере#
ход рибосомы из «сомкнутой» конформации в
«разомкнутую», что способствует диффузии
тРНК через рибосому; 2) реакция с пептидил#
трансферазой запускает образование промежу#
точного соединения транслокации, при кото#
ром тРНК сдвигаются в большой субъединице,
но ещё не перемещаются в малой субъединице;
3) транслокация включает перемещение рибо#
сомных субъединиц друг относительно друга.
Сходные идеи были независимо от Спирина
представлены М.С. Бретчером [32]. Как будет
обсуждаться ниже, многие аспекты этой модели
оказались пророческими. По сей день этап, ог#
раничивающий скорость транслокации, часто
называют «размыкание».

С помощью метода нейтронного рассеива#
ния Спирин, Сердюк и Мэй получили первые
косвенные доказательства межсубъединичных
перестроек, сопровождающих транслока#
цию [33, 34]. Тем не менее дальнейшая проверка
ключевых предсказаний, вытекающих из моде#
ли «смыкания–размыкания», заняла несколько
десятилетий и потребовала разработки новых
экспериментальных подходов, таких как хими#
ческое зондирование структуры РНК, криоэлек#
тронная микроскопия (cryo#EM) и микроско#
пия, основанная на Фёрстеровском индуктив#
ном резонансном переносе энергии электрон#
ного возбуждения одиночных макромоле#
кул (smFRET) [35].

Через двадцать лет после появления модели
«смыкания–размыкания» Данеш Моазед и Гарри
Ноллер использовали химическое зондирова#
ние для картирования сайтов связывания тРНК,
чтобы показать, что реакция транспептидации
запускает спонтанную транслокацию акцептор#
ных ветвей пептидил#тРНК и деацилированной
тРНК из сайтов A и P в сайты P и E большой
субъединицы соответственно, тогда как
ASL тРНК остаются в исходных сайтах A и P ма#
лой субъединицы [36]. Таким образом, были об#
наружены промежуточные гибридные состоя#
ния связывания тРНК, A/P и P/E (рис. 1, а и d).
Было показано, что для завершения транслока#
ции тРНК в малую субъединицу требуются EF#G
и ГТФ (рис. 1, а–g).

Прошло ещё десять лет, прежде чем было по#
лучено подтверждение другого предсказания мо#
дели «смыкания–размыкания». Иоахим Франк
и Раджендра Агравал изучили комплекс EF#G и
рибосомы с помощью cryo#EM [37]. В этих экс#
периментах было показано, что связывание
EF#G вызывает вращение малой 30S#субъеди#
ницы относительно большой 50S#субъединицы
параллельно плоскости межсубъединичного ин#
терфейса (рис. 1, g–i; рис. 2, a–b). За открытия#
ми гибридного промежуточного состояния и
межсубъединичного вращения последовали
многочисленные структурные и одномолеку#
лярные исследования, которые принесли бес#
прецедентное понимание структурных перест#
роек рибосом, тРНК и EF#G, сопровождающих
транслокацию [38, 39].

Эксперименты с использованием методов
сryo#EM и smFRET показали, что межсубъеди#
ничное вращение на 6–10 ° связано с переходом
пептидил#тРНК и деацилированной тРНК в
гибридные состояния A/P и P/E (рис. 2, a–b)
[38, 40–43]. Эти данные установили тождествен#
ность исходной (неповёрнутой) и повёрнутой
конформаций с классическим и гибридным сос#
тояниями связывания тРНК соответственно.
Использование методов сryo#EM и smFRET
также позволило показать, что образование по#
вёрнутого гибридного состояния рибосомы соп#
ровождается движением внутрь подвижного до#
мена большой субъединицы рибосомы, называ#
емого L1#выступом (рис. 2, c), который включа#
ет рибосомный белок uL1 и спиральные струк#
туры 76, 77 и 78 23S рРНК [35, 39]. При перехо#
де от открытой к закрытой конформации конец
L1#выступа перемещается на целых 60 Å и ста#
новится связанным с локтем тРНК в сайте P/E.

Исследования smFRET также показали, что
при отсутствии EF#G пре#транслокационная
рибосома спонтанно совершает непроизволь#
ные переходы между неповёрнутой (классичес#
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кой) и повёрнутой (гибридное состояние) кон#
формациями (рис. 2, a–b) [38, 44–46]. Связыва#
ние EF#G•ГТФ временно стабилизирует повёр#
нутую конформацию в гибридном состоянии
(рис. 1, a, d и g). Транслокация мРНК и тРНК на
малой субъединице сопряжена с обратным пе#
реходом в конформацию неповёрнутого, клас#
сического состояния (рис. 1, c, f и i) [26, 40, 47].

Кроме межсубъединичных перестроек и
движения L1#выступа, транслокация сопровож#
дается большими структурными изменениями
внутри малой субъединицы рибосомы. Малая
субъединица состоит их трёх структурных доме#
нов: головка, тело и платформа. Структурные
исследования показали, что головка 30S#субъ#
единицы поворачивается на угол до 20 ° относи#
тельно остальной части малой субъединицы
вокруг ортогональной оси межсубъединичного
вращения (рис 2, d–e) [48, 49]. В связанном

с EF#G промежуточном состоянии транслока#
ции, визуализируемом с помощью рентгенов#
ской кристаллографии и cryo#EM, в котором
30S#головка наблюдается в повёрнутой конфор#
мации, две тРНК перемещаются вдоль 50S#
субъединицы и 30S#платформы/тела, но ещё не
перемещаются относительно 30S#головки
(рис. 1, b, e и h) [50, 51]. В этих положениях, ко#
торые обозначаются как химерные состоя#
ния ap/P и pe/E, тРНК находятся на полпути
между гибридными (состояния A/P и P/E) и
пост#транслокационными классическими (сос#
тояния P/P и E/E) состояниями и, вероятно,
представляют собой позднее промежуточное
состояние транслокации.

Конец домена IV фактора элонгации EF#G
играет ключевую роль в транслокационной ак#
тивности EF#G и поддержании рамки считыва#
ния [19, 52–54]. Когда EF#G связан с пре#транс#

Рис. 2. Межсубъединичное вращение, движение L1#стебля и поворот головки 30S#субъединицы, наблюдаемые в рибосо#
мах, свободных от EF#G. Структуры комплекса 70S#рибосомы и тРНК (PDBID 4V9D) в неповёрнутом (NR) классичес#
ком состоянии (a) и в повёрнутом (R) гибридном состоянии (b) 50S# и 30S#субъединицы рибосомы показаны синим и
желтым цветом соответственно. Обе структуры рибосомы показаны со стороны, обращённой к растворителю 30S#субъ#
единицы. Вращение против часовой стрелки 30S#субъединицы относительно 50S#субъединицы показано изогнутыми
стрелками. c – L1#выступ в 50S#субъединицах NR (оранжевый) и R (синий) рибосом (PDBID 4V9D) наложенный путём
структурного выравнивания 23S рРНК. d и e – Поворот домена головки 30S#субъединицы показан структурным вырав#
ниванием доменов тела и платформы (жёлтый) 16S рРНК рибосом NR (PDBID 4V51) и химерного состоя#
ния (CH) (PDBID 4W29). 30S#субъединица показана со стороны растворителя (d) и со стороны «вершины» головки 30S#
субъединицы (e). Домены головки 30S#субъединицы рибосомы в NR# и CH#состояниях показаны оранжевым и фиолето#
вым цветом соответственно. Поворот головки 30S#субъединицы в состоянии CH и межсубъединичное вращение в состо#
янии R (согласно статье Mohan et al. [17]) были измерены относительно 70S#рибосомы в состоянии NR (PDBID 4V51)
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локационной рибосомой в конформации повер#
нутого гибридного состоянии, домен IV EF#G
располагается рядом с ASL тРНК A/P (рис. 1, a
и d) [55]. После транслокации домен IV EF#G
стыкуется с сайтом A малой субъединицы, осво#
бождённой от пептидил#тРНК (рис. 1, c и f)
[38, 56]. Следовательно, при обратном межсубъ#
единичном вращении и обратном повороте 30S#
субъединицы домен IV EF#G вытесняет ASL
пептидил#тРНК и предотвращает его обратное
движение.

Не совсем понятно, какая из вышеперечис#
ленных конформационных перестроек лимити#
рует скорость транслокации, «размыкает» рибо#
сому (по терминологии Спирина) и облегчает
транслокацию тРНК. Реакция транспептидации
«размыкает» рибосому в том смысле, что она де#
лает возможным спонтанное межсубъединич#
ное вращение и колебания тРНК между класси#
ческим и гибридным состояниями [44–46]. Од#
нако при отсутствии EF#G эти колебания бес#
полезны и не приводят к классической трансло#
кации тРНК и мРНК [44–46]. Согласно нес#
кольким линиям доказательств, домен IV EF#G
дестабилизирует взаимодействия A#сайта тРНК
с 16S рРНК [57–61]. Следовательно, вызванные
EF#G изменения в сайте A могут «разомкнуть»
рибосому. Наконец, другой вероятной «размы#
кающей» перестройкой является поворот голов#
ки 30S#субъединицы, который открывает путь
для передвижения тРНК из Р#сайта в Е#сайт,
которое в противном случае ограничено [49].
Необходимы дальнейшие исследования, чтобы
установить полную последовательность струк#
турных перестроек, сопровождающих трансло#
кацию, и определить лимитирующую стадию в
этом процессе.

ЭНЕРГЕТИКА ТРАНСЛОКАЦИИ
И МОДЕЛЬ БРОУНОВСКОГО ХРАПОВИКА

Хотя EF#G значительно ускоряет процесс
трансляции, в лабораториях Спирина и Пестки
было показано, что транслокация может также
происходить спонтанно при отсутствии белко#
вых факторов [7, 8, 62]. В лаборатории Спирина
было обнаружено, что спонтанная транслока#
ция стимулируется модификацией универсаль#
но консервативного рибосомного белка uS12
30S#субъединицы тиол#специфичными реаген#
тами, которые при добавлении инактивируют
фактор элонгации EF#G и таким образом ис#
ключают присутствие следовых количеств этого
белка [7, 63, 64]. В более поздних исследованиях
было показано, что удаление 30S#белков uS12
и uS13 вызывает усиление бесфакторной транс#

локации, возможно, за счёт ослабления взаимо#
действия тРНК с сайтами А и Р на 30S#субъеди#
нице соответственно [65]. Кроме того, сообща#
лось, что однократная транслокация без факто#
ров элонгации может быть вызвана антибиоти#
ками спарсомицином, линкомицином и хло#
рамфениколом, которые связываются с сай#
том А на 50S#субъединице и таким образом де#
стабилизируют связывание тРНК на А#сай#
те [20, 66].

Основываясь на наблюдениях бесфакторной
транслокации, Спирин постулировал, что этот
процесс является неотъемлемым свойством ри#
босомы и что энергии пептидил#трансферазных
реакций вполне достаточно для того, чтобы спо#
собствовать движению тРНК [3]. Однако низкая
скорость спонтанной транслокации и наблюде#
ние спонтанной обратной транслокации в неко#
торых контекстах тРНК/мРНК позволяют пред#
положить, что реакция транспептидации – не
единственный источник энергии для трансло#
кации, и ей также способствует энергия, запа#
сённая в виде EF#G•ГТФ. Действительно, было
подсчитано, что движимая транспептидацией
транслокация будет нуждаться в пример#
но 80% эффективности конверсии химической
энергии в механическое движение [67]. Такая
высокая эффективность нетипична для макро#
молекулярных моторов [67].

Две альтернативные идеализированные мо#
дели, рабочий ход и броуновский храповик, ис#
пользуются для описания преобразования хи#
мической энергии в механическую работу мак#
ромолекулярными двигателями [68, 69]. Хими#
ческая энергия может быть преобразована в уп#
ругую энергию или в конформационный пере#
ход, который вызывает большое конформаци#
онное изменение макромолекулы, т.е. рабочий
ход. В качестве альтернативы можно использо#
вать энергию химической реакции для смеще#
ния случайных движений макромолекулы под
действием тепла в однонаправленное движение.
Таким образом, химическая реакция играет роль
собачки, управляющей движением колеса меха#
нической трещотки. Химическое изменение ли#
бо строго предшествует изменению конформа#
ции (рабочий ход), либо следуют за ним (броу#
новский храповик) [68]. Эти два механизма
можно различить, исследуя зависимость моле#
кулярного моторного движения от нагруз#
ки [68].

Несколько групп исследователей предполо#
жили, что транслокация тРНК опосредована ра#
бочим ходом домена IV EF#G, управляемым
гидролизом ГТФ [19, 70, 71]. Эта гипотеза под#
тверждается кинетическими данными, предпо#
лагающими, что гидролиз ГТФ фактором элон#
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гации EF#G предшествует транслокации [19].
Однако эксперименты, выполненные в лабора#
ториях Спирина и Казиры, и более поздние ки#
нетические измерения показывают, что транс#
локация происходит быстро и эффективно при
отсутствии гидролиза ГТФ, если заменить ГТФ
на его негидролизуемые аналоги [9, 19, 23–26,
28, 29]. Эти данные предполагают, что гидро#
лиз ГТФ с помощью EF#G не связан с трансло#
кацией, и противоречат механизму рабочего хо#
да, который реализовывался бы за счёт гидроли#
за ГТФ.

Основываясь на наблюдениях спонтанной
транслокации при отсутствии факторов элонга#
ции, Спирин пришёл к выводу, что броуновское
движение тРНК является достаточным для объ#
яснения транслокации без индукции рабочего
хода с помощью EF#G [3, 12, 13]. Эта гипотеза
была дополнительно подтверждена данными
smFRET, продемонстрировавшими спонтанное
межсубъединичное вращение и колебания
тРНК между классическим и гибридным состо#
яниями [44–46]. Идеи Спирина, в конечном
итоге, были подкреплены измерениями с по#
мощью одномолекулярного оптического твизе#
ра транслокации рибосомы против приложен#
ной силы, показавшими, что катализируемая
EF#G транслокация также лучше всего описы#
вается моделью броуновского храповика [67].

В броуновском храповом механизме транс#
локации, катализируемой EF#G, EF#G•ГТФ,
по#видимому, действует как собачка храпового
механизма, который смещает диффузию тРНК
через рибосому и связывает транслокацию с ди#
намикой рибосомы [14, 15]. Полученная струк#
тура повёрнутой пре#трансляционной рибосо#
мы с EF#G (рис. 1, a и d) продемонстрировала
основу для сопряжения межсубъединичного
вращения и транслокации тРНК/мРНК [55].
Непродуктивные спонтанные колебания рибо#
сомы между повёрнутой и неповёрнутой кон#
формациями приводят к возвращению пепти#
дил#тРНК из гибридного состояния A/P в клас#
сическое состояние A/A. Однако, когда EF#G
связывается с повёрнутой пре#транслокацион#
ной рибосомой, домен IV фактора EF#G создаёт
стерические помехи для возвращения пепти#
дил#тРНК из гибридного состояния A/P в клас#
сическое состояние A/A [55]. Сходным образом
домен IV фактора EF#G стерически препятству#
ет возвращению пептидил#тРНК из химерного
состояния ap/P в классическое состояние A/A
после обратного поворота головки 30S#субъеди#
ницы [72]. Кроме того, после транслокации
пептидил#тРНК из сайта A на сайт P малой
субъединицы домен фактора элонгации EF#G
связывается с А#сайтом 30S#субъединицы, что

делает движение тРНК необратимым (рис. 1,
c и f).

РОЛЬ ТРАНСЛОКАЦИИ РИБОСОМЫ
В РЕГУЛЯЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ:

РИБОСОМА В РОЛИ ХЕЛИКАЗЫ

В то время как в результате проведения
структурных исследований и биофизических
измерений одиночных молекул были получены
беспрецедентные данные о механизме трансло#
кации, остаётся не до конца ясным, как ско#
рость транслокации модулируется в живых
клетках, чтобы регулировать удлинение транс#
ляции. Было показано, что эукариотическая
транслоказа EF#2 подавляется в стрессовых ус#
ловиях в результате фосфорилирования [73–75].
Кроме того, EF#2 может быть инактивирована
АДФ#рибозилированием, катализируемым ди#
фтерийным токсином [76]. Ряд антибиотиков
препятствуют росту клеток, препятствуя транс#
локации в бактериях [14]. По#видимому, наиме#
нее понятым и наиболее интересным аспектом
регуляции транслокации является модуляция
скорости транслокации вторичной структу#
рой мРНК.

Вычислительный анализ показывает, что
большинство (если не все) молекул мРНК
склонны к образованию по всей последователь#
ности обширных внутримолекулярных вторич#
ных структур, включая и открытую рамку счи#
тывания (ORF) [77]. Сворачивание мРНК при#
водит к образованию компактных структур с
близко расположенными концевыми участка#
ми [78]. Работы по зондированию структуры
РНК in vivo на уровне транскриптома [79–84]
показали, что по крайней мере до некоторой
степени молекулы мРНК сворачиваются в жи#
вых клетках, несмотря на присутствие РНК#хе#
ликаз и других РНК#связывающих белков, ко#
торые могут нарушать вторичную структуру
РНК. В соответствии с идеей о том, что мРНК
обладает развитой вторичной структурой in vivo,
было показано, что отдельные элементы струк#
туры мРНК регулируют инициацию трансля#
ции, в том числе бактериальные рибопереклю#
чатели [85], индуцирующие сдвиг рамки считы#
вания «шпильки», и псевдоузлы эукариотичес#
ких вирусов [86], а также IRES (Internal
Ribosome Entry Sites ) [87] и IRE (Iron Response
Elements), расположенные на 5′#UTR#тран#
скриптов, кодирующих белки, участвующие в
метаболизме железа [88] и CITE (Cap#
Independent Translational Enhancers) [89]. Кроме
того, было обнаружено, что связывание белков
и миРНК с мРНК регулируется структурой
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РНК [90–95], что даёт дополнительные доказа#
тельства важности вторичной структуры мРНК.

С помощью биохимических методов и мето#
дов исследования одиночных макромолекул бы#
ло показано, что транслирующая рибосома яв#
ляется очень эффективной хеликазой [96, 97],
которая расплетает три пары оснований за один
шаг транслокации (рис. 3). Транслирующая ри#
босома разрушает вторичную структуру мРНК,
так как узкий канал для мРНК на малой субъ#
единице рибосомы может принять только одно#
цепочечную мРНК [96, 98–101]. Наряду с демон#
страцией хеликазной активности рибосом, ана#
лиз профиля рибосомы по всему транскриптому
демонстрирует, что большинство элементов вто#
ричной структуры в кодирующих областях
мРНК не влияют на скорость элонгации транс#
ляции [102]. Большинство структурированных
элементов мРНК, которые регулируют трансля#
цию, находятся в 5′# или 3′#UTR.

Хеликазная активность рибосомы, по#види#
мому, играет основную роль в ремоделлинге
структуры мРНК и в регулировании взаимодей#
ствия мРНК с РНК#связывающими белка#
ми [103]. Например, при трансляции мРНК по#
лирибосомами благодаря хеликазной активнос#
ти рибосомы происходит разрушение вторич#
ной структуры открытой рамки считыва#
ния (ORF) мРНК [103–105]. Первый этап
трансляции мРНК рибосомой, которая вытес#

няет белки комплекса сращивания экзо#
нов (EJC) и другие белки, располагающиеся на
мРНК внутри ядра [106], может способствовать
сворачиванию мРНК в компактные структуры
после завершения синтеза белка. В самом деле,
исследования флуоресцентной гибридизации
in situ с мономолекулярным разрешени#
ем (smFISH) и исследования лигирования прок#
симальных групп показывают отсутствие взаи#
модействий между отдалёнными сегментами
ядерных мРНК, связанных с белками комплек#
са сращивания экзонов (EJC) [104, 107]. Напро#
тив, для 5′# и 3′#концевых участков цитоплазма#
тических мРНК, которые не подвергаются ак#
тивной трансляции, характерна совместная ло#
кализация благодаря образованию внутримоле#
кулярной вторичной структуры [104, 105], кото#
рая сближает концы мРНК [78, 108].

Как это ни парадоксально, несмотря на хе#
ликазную активность рибосомы, определенные
структуры РНК, такие как «стебель–петля», мо#
гут индуцировать торможение движения рибо#
сомы, приводящее к накоплению укороченных
полипептидов [109] и разрушению остановив#
шихся мРНК (No#Go) (рис. 3) [110]. Более того,
эволюционно консервативные структуры «сте#
бель–петля» молекул мРНК и псевдоузлы за#
пускают запрограммированные трансляцион#
ные паузы [111] и стимулируют –1 запрограм#
мированный сдвиг рамки считывания рибо#

Рис. 3. Структуры «стебель–петля» в молекуле мРНК могут либо быстро разворачиваться рибосомой, либо вызывать па#
узу в трансляции. Находясь в канале входа мРНК, определённые вторичные регуляторные структуры мРНК вызывают па#
узу в её продвижении по рибосоме, несмотря на хеликазную активность рибосомы. Три пары оснований структуры «сте#
бель–петля», примыкающие к каналу входа мРНК, которые разворачиваются на этапе транслокации, показаны красным
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сом (PRF), который контролирует экспрессию
различных белков бактерий, вирусов и эукари#
от [112]. В частности, –1 PRF регулирует синтез
ДНК#полимеразы III у бактерий [113], рецепто#
ра цитокинов вируса иммунодефицита челове#
ка ccr5 у высших эукариот [114], белков gag#pol
ретровирусов, включая вирус иммунодефицита
человека (HIV) [115], и удлинённого на С#конце
полипротеина коронавирусов, в том числе
SARS#CoV#2, который вызвал пандемию
COVID#19 [116, 117].

Механизм остановки рибосомы, индуцируе#
мый вторичной структурой мРНК, до конца не#
ясен. Ряд опубликованных исследований, вы#
полненных на уровне единичных молекул,
предполагает, что медленное раскручивание
вторичной структуры, которое часто связывают
с трансляционной паузой, вряд ли можно свя#
зать со степенью ингибирования трансляции,
вызванного определенными структурами типа
«стебель–петля» молекулы мРНК [31, 118, 119].
Транслокация через три пары оснований GC
происходит лишь в 2–3 раза медленнее, чем
транслокация вдоль одноцепочечного кодо#
на [31, 118, 119]. Это указывает на то, что ста#
бильность трех пар оснований, прилегающих к
каналу для входа мРНК, оказывает относитель#
но умеренное влияние на скорость транслока#
ции. Напротив, было показано, что индуцирую#
щие сдвиг рамки считывания структуры «сте#
бель–петля» и псевдоузлы вызывают длитель#
ные паузы в рибосомах [120–127].

Похоже, что вместо того, чтобы создавать
простую механическую преграду на пути движе#
ния рибосомы, структуры «стебель–петля»
мРНК индуцируют запрограммированные пау#
зы движения рибосомы, специфически взаимо#
действуя с ней. Недавние исследования показы#
вают, что структуры «стебель–петля» мРНК, ин#
дуцирующие сдвиг рамки считывания могут на#
рушать элонгацию трансляции путём докинга
А#сайта 30S#субъединицы, препятствующего
связыванию тРНК [128]. Более того, при распо#
ложении у входа в канал мРНК 30S#субъедини#
цы «стебли–петли» и псевдоузлы, индуцирую#
щие сдвиг рамки считывания, ингибируют ско#
рость рибосомной транслокации более чем на
один порядок, что показано в ряде эксперимен#
тов с кинетическим ансамблем и с одиночными
молекулами [120, 121, 126–129]. Недавно было

показано, что при встрече с элементами вторич#
ной структуры мРНК рибосома перемещается
по двум альтернативным (быстрому и медленно#
му) путям [31]. Взаимодействия структур «сте#
бель–петля», индуцирующих сдвиг рамки счи#
тывания, или псевдоузлов с каналом входа
мРНК могут увеличивать поток через медлен#
ный путь и, таким образом, снижать среднюю
скорость транслокации рибосом [31].

Многие гениальные идеи Спирина о меха#
низме транслокации рибосомы были подтверж#
дены за последнюю пару десятилетий успехами,
достигнутыми благодаря структурам рибосомы
с высоким разрешением и биофизическим экс#
периментам с одиночными молекулами. Тем не
менее транслокация рибосомы вдоль молекулы
мРНК по#прежнему остается одним из наиболее
интересных аспектов биосинтеза белка. Полная
картина, воссоздающая структурные перестрой#
ки рибосомы, EF#G и тРНК во время трансло#
кации, пока еще не создана. Лишь только начи#
нает формироваться более полное представле#
ние о том, как транслокация рибосомы ремоде#
лирует вторичную структуру мРНК и модулиру#
ет взаимодействия мРНК с различными регуля#
торными белками. Механизмы регуляции
транслокации рибосомы с помощью вариаций
во вторичной структуре мРНК ждут дальнейше#
го изучения.
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RIBOSOME AS A TRANSLOCASE AND HELICASE

Review
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During protein synthesis, ribosome moves along mRNA to decode one codon after the other. Ribosome translocation
is induced by a universally conserved protein, elongation factor G (EF#G) in bacteria and elongation factor 2 (EF#2)
in eukaryotes. EF#G#induced translocation results in unwinding of the intramolecular secondary structures of mRNA
by three base pairs at a time that renders the translating ribosome a processive helicase. Professor Alexander
Sergeevich Spirin has made numerous seminal contributions to understanding the molecular mechanism of translo#
cation. Here, we review Spirin’s insights into the ribosomal translocation and recent advances in the field that
stemmed from Spirin’s pioneering work. We also discuss key remaining challenges in studies of translocase and heli#
case activities of the ribosome.
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