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Когда рибосома встречает стоп�кодон на молекуле мРНК, она прекращает процесс трансляции, высвобож�
дает вновь синтезированный белок и разбирается на субъединицы, чтобы инициировать процесс трансля�
ции на новой мРНК. Терминация трансляции является высоко динамичным процессом, в котором рили�
зинг�факторы (RF1 и RF2 у бактерий и eRF1•eRF3•ГТФ у эукариот) координируют высвобождение пеп�
тида с крупномасштабными молекулярными перестройками рибосомы. Рибосомы, остановившиеся на
аберрантных мРНК, освобождаются и рециклизуются различными бактериальными, митохондриальными
или цитоплазматическими механизмами контроля качества. Эти механизмы работают при участии факто�
ров спасения, обладающих пептидил�тРНК гидролазной активностью (бактериальные факторы ArfA•RF2
и ArfB, митохондриальные факторы ICT1 и mtRF�R и цитоплазматический фактор Vms1), которые отлича�
ются друг от друга и от рилизинг�факторов. Тем не менее в результате проведённых недавно структурных ис�
следований было показано замечательное сходство между механизмами терминации трансляции и спасе�
ния рибосомы. В этом обзоре описывается, как в этих механизмах используется внутренняя динамика ри�
босомы, подчёркивая активную роль рибосомы на всех этапах процесса трансляции.
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ВВЕДЕНИЕ

Трансляция мРНК в белок начинается со
стартового кодона (обычно кодона AUG) и за�
канчивается одним из трёх стоп�кодонов: UAA,
UAG или UGA [1, 2]. Для своевременного био�
синтеза белков, рециклизации рибосомы и ини�
циации трансляции необходим точный и эф�
фективный процесс терминации [3, 4]. В отли�
чие от смысловых кодонов, которые распозна�
ются различными аминоацил�тРНК, стоп�ко�
доны распознаются рилизинг�факторами: RF1
или RF2 у бактерий и aRF1/eRF1 у архей/эука�
риот [5–9]. Кроме того, в процессе терминации
принимают участие рилизинг�факторы с
ГТФазной активностью, такие как несущест�
венный фактор RF3 у некоторых бактерий и не�

заменимые факторы aRF3/eRF3 у архей/эука�
риот. Показано, что они выполняют различные
функции в этих доменах жизни. Понимание
подробных структурных механизмов термина�
ции трансляции имеет большое значение в свя�
зи с фундаментальной ролью процесса термина�
ции в биосинтезе белка, проиллюстрированной
катастрофическими последствиями мутаций
или других изменений структуры мРНК, кото�
рые приводят к аберрантному высвобождению.
Например, большая часть генетических наруше�
ний вызвана преждевременными стоп�кодона�
ми, приводящими к образованию укороченных
белков и деградации мРНК [10].

Кроме рилизинг�факторов, в бактериальных
и эукариотических митохондриальных и цито�
плазматических системах трансляции недавно
были идентифицированы различные RF�подоб�
ные белки, которые могут смягчать трансляци�
онный стресс. В их число входят механизмы
спасения рибосом и контроля качества, которые
способствуют рециклизации рибосом, остано�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : крио�ЭМ – криогенная
электронная микроскопия; DC – центр декодирования;
H69 – 23S�спираль 69; PTC – пептидил�трансферазный
центр; RF – рилизинг�фактор.
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вившихся на аберрантных молекулах мРНК.
Последние включают укороченные мРНК и
мРНК с неоптимальными (редкими) кодонами
или структурными особенностями (например,
вторичной структурой мРНК или сайтами свя�
зывания с белками), которые предотвращают
процесс элонгации рибосом. Распознавание,
высвобождение пептида и рециклинг останов�
ленных рибосом достигается независимыми пу�
тями, включая участие ArfA и ArfB у бактерий,
mtRF1a и mtRF�R в митохондриях и Dom34 и
Vms1 в цитоплазме эукариот. Недавние биофи�
зические и структурные исследования продемон�
стрировали ключевую роль динамики рибосомы
в процессах трансляции, терминации и спасе�
ния самой рибосомы. Механика перестройки
рибосом перекликается с моделями, предло�
женными Александром Спириным для трансло�
кации рибосом вдоль мРНК, включая крупно�
масштабные перестройки субъединиц рибосо�
мы [11, 12]. Эти данные подчёркивают, что ри�
босома играет основную механическую роль на
всех этапах трансляции, включая терминацию и
спасение рибосом.

ТЕРМИНАЦИЯ ТРАНСЛЯЦИИ
У БАКТЕРИЙ И МИТОХОНДРИЙ

Рилизинг�факторы являются бифункцио�
нальными белками: они распознают стоп�кодон
и катализируют гидролиз сложноэфирной связи
в пептидил�тРНК. Бактериальные рилизинг�
факторы RF1/RF2 независимо распознают ко�
доны UAA, UAG/UAA и UGA соответственно.
Эти белки длиной ~350–380 а.о. включают су�
пердомен распознавания кодонов (домены 2
и 4), который связывается с малой 30S�субъеди�
ницей рибосомы, и каталитический домен 3, ко�
торый связывается с большой 50S�субъедини�
цей рибосомы (рис. 1, a–c). Подвижный домен 1
взаимодействует с периферическим L11�высту�
пом на 50S�субъединице (рис. 1, b–c), способ�
ствуя связыванию RF с рибосомой [13, 14]. Су�
пердомен распознавания кодонов содержит
консервативный мотив P184XT186 (где X часто
представлен A, V или другой короткой амино�
кислотой) в RF1 или мотив S206PF208 в RF2 [15,
16], которые взаимодействуют со стоп�кодона�
ми (для бактериальных белков и РНК приводит�
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Рис. 1. Терминация трансляции у бактерий происходит вследствие крупномасштабных конформационных изменений.
a–d – Крио�ЭМ�структуры, демонстрирующие перестройки рилизинг�факторов и межсубъединичное вращение бакте�
риальной 70S�рибосомы после распознавания стоп�кодона и высвобождения пептида. Показан белок RF2 E. coli: пане�
ли (b и c) [51] и d [61]. Центр декодирования (DC) и пептидил�трансферазный центр (PTC) отмечены на панели (a). Крис�
таллическая структура свободного RF2 показана между панелями (a) и (b) [40]. Доменная организация RF1/RF2 показа�
на арабскими цифрами на панели (c). e – Крио�ЭМ�структура RF1 и RF3 на рибосоме E. coli с P/E тРНК и повёрнутой
30S�субъединицей [58]. f – Крио�ЭМ�структура рибосомы E. coli до рециклинга с P/E тРНК и повёрнутой 30S�субъеди�
ницей после диссоциации факторов высвобождения [61]. g и h – Перемещение кодона и DC после связывания
RF2 (Структура II в [61]). Стоп�кодон и DC на панели g были смоделированы на основе Структуры I в [54]. i – Переме�
щение RF2 в PTC [61]. Каталитическая конформация RF2 с GGQ�несущей α�спиралью показана розовым цветом, и ри�
босома окрашена в серый цвет. Конформация β�шпильки RF2 (красный) совпадает с перемещением A2602 и отходом
тРНК (оранжевый) из PTC (сине�зеленый)
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ся цифровое обозначение остатков, характерное
для Escherichia coli, если не указано иное)
[17–20]. В биохимических исследованиях и с
помощью мутационного анализа были установ�
лены другие аминокислотные остатки домена 2,
имеющие важное значение для обеспечения
специфичности связывания рилизинг�факторов
со стоп�кодонами [21, 22].

Каталитический домен 3 содержит длинную
α�спираль, заканчивающуюся универсально
консервативным мотивом GGQ (рис. 1, c и 2, c),
который, как было показано в ранних исследо�
ваниях, играет ключевую роль в катализе [23,
24]. Замены глицина в бактериальных и эукарио�
тических рилизинг�факторах вызывали их
инактивацию [24–26]. Напротив, замены остат�
ков глутамина RF не влияли на каталитическую
активность [25, 27, 28], за исключением мутант�
ных форм с мотивом GGP, которые были неак�
тивными [18, 29]. Эти исследования показыва�
ют, что уникальная конформация GGQ очень
важна для проявления каталитической актив�
ности рилизинг�факторов.

Кристаллографические исследования высо�
кого разрешения позволили получить подроб�
ную картину процесса распознавания стоп�ко�
донов и каталитического механизма действия
рилизинг�факторов на все три стоп�кодо�
на [17–20] (см. обзоры [30–34]). Последние дос�
тижения в области криогенной электронной
микроскопии (крио�ЭМ) позволяют определять
ранее недостижимые переходные состояния
макромолекул с разрешением, близким к атом�
ному. Вместе с результатами биохимических и
биофизических исследований [35–38], недав�
ние структурные исследования позволяют поч�
ти полностью реконструировать динамический
механизм терминации – от начального распоз�
навания стоп�кодона до гидролиза пептидил�
тРНК и диссоциации RF.

Динамичные рилизинг-факторы имеют важное
значение для правильной терминации трансляции.
В клетке RF могут стохастически связываться с
А�сайтом рибосомы, содержащим смысловой
или стоп�кодон. Для точности терминации гид�
ролазная функция должна быть строго коорди�
нирована с распознаванием стоп�кодона. Эта
координация достигается путем предотвраще�
ния вставки каталитического домена 3 в пепти�
дил�трансферазный центр (PTC), если только
супердомен распознавания кодонов не разме�
щён в A�сайте, содержащем стоп�кодон. Крис�
таллические структуры и исследования в раст�
ворах показали, что свободные рилизинг�фак�
торы принимают компактную конформа�
цию [39–42], при которой каталитический до�
мен упакован в домен распознавания кодо�

на (рис. 1, a и b). Однако в ранних структурных
исследованиях было показано, что в рибосоме
RF находятся в раздвинутой («открытой») кон�
формации (рис. 1, c), в которой RF1 или RF2 в
A�сайте рибосомы соединяют 30S� и 50S�субъ�
единицы [17–20 43, 44]. На основании этих ре�
зультатов была предложена привлекательная ги�
потеза о том, что рилизинг�факторы выбирают
А�сайт рибосомы, находясь в компактной кон�
формации, при которой мотив GGQ располага�
ется далеко от PTC. Было высказано предполо�
жение, что «открытие» рилизинг�фактора про�
исходит после распознавания стоп�кодона [17,
43, 45–47]. Структурные доказательства такого
перехода были получены лишь недавно. Крис�
таллографические исследования со сверхточ�
ным мутантом RF1 и антибиотиком бластици�
дином S (BlaS) зафиксировали кодон�распозна�
ющий супердомен в А�сайте, в то время как ка�
талитический домен был в неупорядоченном
состоянии в межсубъединичном пространстве в
связи с динамическими перестройками рили�
зинг�факторов на рибосоме [48]. Последующие
крио�ЭМ�исследования визуализировали ком�
пактный RF2 на рибосоме, связанный с альтер�
нативным рилизинг�фактором A (ArfA; [49]), и
мутантом ArfA [50], что подчёркивает сродство
компактизованных рилизинг�факторов к рибо�
соме (рис. 2, a). ArfA помогает RF2 распознавать
рибосомы без стоп�кодонов (обсуждается ни�
же), поэтому структурная динамика RF на тер�
минирующей рибосоме оставалась неясной до
недавнего исследования крио�ЭМ в реальном
времени [51]. В этом исследовании удалось по�
лучить как RF1, так и RF2 в компактной неак�
тивной конформации в ранние моменты реак�
ции терминации (рис. 1, b). Они перестроились
в каталитически активную открытую конформа�
цию в более поздние моменты времени (рис. 1, c;
[51]). Открытие RF сопряжено с локальной пе�
рестройкой DC рибосомы (т.е., А�сайта 30S�
субъединицы) и PTC на 50S�субъединице, что
совместно обеспечивает высокую точность тер�
минации трансляции.

Локальные перестройки в центре декодирова-
ния и пептидил-трансферазном центре. DC обра�
зован универсально консервативными остатка�
ми малой рибосомной РНК (G530, A1493 и
A1493 16S рРНК E. coli), которые определяют
точность декодирования мРНК. Во время элон�
гации эти нуклеотиды стабилизируют спарива�
ние оснований Уотсона–Крика между кодоном
мРНК и антикодоном тРНК и обеспечивают
точность элонгации [52–54]. Эти нуклеотиды
также необходимы во время терминации, по�
скольку они способствуют открытию рилизинг�
фактора для катализа высвобождения пепти�
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да (рис. 1, g и h; [17]). В частности, «терминиру�
ющая» конформация DC может вмещать гибкий
линкерный участок между кодон�распознаю�
щим и каталитическим доменами RF (рис. 1, h),
который называется петлёй переключения
(а.о. ∼290–305 в RF1 и а.о. ∼310–325 в RF2) и об�
ладает гибкостью в компактизованном рили�
зинг�факторе [51]. Распознавание стоп�кодо�
на RF приводит к стекингу третьего нуклеотида
стоп�кодона на G530 и перемещению A1492
и A1493 в специфичную для терминации кон�
формацию (рис. 1, g и h). Упаковка петли пере�

ключения (с Trp319 в RF2) против A1492 и A1493
направляет домен 3 в PTC, приводя к активации
развёрнутого RF (рис. 1, h). В соответствии с ос�
новной ролью переключающей петли, её мута�
ции нарушают динамику открытия RF и изме�
няют точность процесса терминации [19, 48].

В пептидил�трансферазном центре мо�
тив GGQ располагается таким образом, чтобы
катализировать гидролиз сложноэфирной свя�
зи, связывающей образующийся пептид с тРНК
в Р�сайте [17]. Кристаллические структуры, вы�
полненные при высоком разрешении, показали,
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Рис. 2. Механизмы спасения и высвобождения рибосом с участием бактериальных факторов ArfA и ArfB и митохондри�
альных факторов mtRF1a, ICT1 и mtRF�R. a и b – Крио�ЭМ�структуры рибосом E. coli с укороченной мРНК, ArfA и ком�
пактным (a) или развёрнутым (b) RF2 [49]. c – Крупный план взаимодействий между ArfA, RF2, мРНК и тРНК в Р�сайте
рибосомы. d–g – Крио�ЭМ�структуры рибосом E. coli с укороченной мРНК (с выступом длиной 0 или 9 нуклеотидов пос�
ле кодона P�сайта) и ArfB [110, 111]. h – Крио�ЭМ�структура терминирующего комплекса 55S митохондрий свиньи с
mtRF1a, связанным со стоп�кодоном [87], очень напоминает бактериальные терминальные комплексы с RF1. i – Крио�
ЭМ�структура митохондриального комплекса спасения 55S с ICT1 [87] очень напоминает бактериальный комплекс 70S
с ArfB [сравните с панелью (e)]. j – Крио�ЭМ�структура большой митохондриальной субъединицы, связанной с фактором
спасения человека mtRF�R и вспомогательным фактором MTRES1 [98]
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что A2602, необходимый для эффективности
терминации [55–57], содействует докингу моти�
ва GGQ в PTC за счёт стекинга на консерватив�
ном остатке Arg256 (RF1). Мотив GGQ образует
короткую α�спираль (рис. 1, i), в которой амид
основной цепи глутамина расположен рядом с
рибозой концевого нуклеотида P�тРНК A76.
NH�группа расположена таким образом, чтобы
стабилизировать промежуточное переходное
состояние и уходящую группу [17], в соответ�
ствии с основной каталитической ролью глута�
минового остова [29].

После гидролиза пептидил�тРНК и пептид,
и рилизинг�фактор должны диссоциировать из
рибосомы, чтобы позволить ей разделиться на
субъединицы и начать новый раунд трансляции.
Два крио�ЭМ�исследования сообщили о не�
скольких структурах, которые предполагают
конформационные перестройки, приводящие к
диссоциации RF1 и RF2. Был визуализирован
комплекс рибосомы со связанным RF1 с ис�
пользованием Api137 [58], который связывается
с рибосомным туннелем и задерживает RF1 на
рибосоме [59]. Этот комплекс образовывался в
присутствии ГТФазы RF3, которая стимулирует
диссоциацию RF1 [35, 60]. В другом исследова�
нии были получены структуры комплекса со
связанным RF2 и без RF3, что соответствует не�
зависимой от RF3 диссоциацией RF2 [35].
Структуры визуализировали ретракцию деаци�
лированного 3′�конца тРНК CCA из PTC, свя�
занную с поворотом A2602 из его GGQ�коорди�
нирующего положения (рис. 1, i). GGQ�несу�
щий мотив RF2 был перемещён в длинную β�
шпильку, которая простиралась в рибосомный
туннель, как если бы закупоривала PTC
(рис. 1, i). Это говорит о том, что верхушка ката�
литического домена может перестраиваться та�
ким образом, чтобы смещать диффузию вновь
формируемого белка в направлении выхода из
туннеля, облегчая высвобождение белка из ри�
босомы.

Межсубъединичное вращение после высво-
бождения пептида сопряжено с диссоциацией RF.
Во время трансляции рибосома подвергается
ряду межсубъединичных перестроек. На стадии
элонгации тРНК и мРНК перемещаются внут�
ри рибосомы, поскольку малая субъединица
спонтанно поворачивается на ∼10° и связывает
ГТФазную транслоказу EF�G в бактериях или
eEF2 у эукариот [33, 62–66]. Напротив, крупно�
масштабные перестройки рибосомы не счита�
лись частью механизма терминации. Действи�
тельно, исследования FRET и рентгеновская
кристаллография показали, что RF связывают и
стабилизируют не повёрнутую рибосому
[35–37, 67] как в пред�реакционных [68], так и

в пост�реакционных состояниях [17–20]. Одна�
ко недавние биофизические наблюдения пока�
зали, что взаимодействие рилизинг�факторов с
рибосомой ассоциировано с крупномасштаб�
ной динамикой рибосомы [35]. Последующие
крио�ЭМ�исследования визуализировали RF1
[58] и RF2 [61], связанные с рибосомой в раз�
личных вращательных состояниях, отличных от
ранее определенных кристаллических структур.
Были получены изображения того, как пере�
стройки рибосом облегчают диссоциацию RF
из рибосомы.

После гидролиза пептидил�тРНК рибосома
содержит деацилированную тРНК в Р�сайте и
рилизинг�фактор в А�сайте (рис. 1, c). Благода�
ря пониженному сродству деацил�тРНК к Р�
сайту на 50S�субъединице (в сравнении со срод�
ством пептидил�тРНК) и повышенному срод�
ства к Е�сайту на 50S�субъединице, тРНК может
принимать гибридное состояние P/E, в котором
акцепторное плечо переносится на большую
субъединицу. Исследования FRET и крио�ЭМ
показали, что деацил�тРНК может спонтанно
колебаться на развёрнутой рибосоме между
классическим P/P� и гибридным P/E�состояни�
ями, совпадая с не повёрнутой и повёрнутой
конформациями рибосомы соответственно [37,
69–74]. Подобные колебания могут происхо�
дить в присутствии RF [58, 61]. Постепенное
вращение малой субъединицы связано с движе�
нием каталитического домена рилизинг�факто�
ра из PTC, в то время как домен распознавания
кодонов остаётся прикреплённым к DC [61].
При повороте малой субъединицы примерно
на 7° наблюдается равновесие структур со свя�
занным RF2 и без него, это позволяет предполо�
жить, что RF2 диссоциирует в основном из по�
вёрнутой конформации рибосомы (рис. 1, d и f).
Точно так же RF1 диссоциирует в присутствии
ГТФазы RF3 (рис. 1, e), которая стабилизирует
конформацию повёрнутой рибосомы [58,
75–78]. Примечательно, что RF3 не консервати�
вен у бактерий [79], и он незаменим для роста
E. coli [80, 81]. Это означает, что RF1 может осу�
ществлять терминацию и диссоциировать
без RF3, и что диссоциация как RF1, так и RF2
управляется перестройками рибосом. Дестаби�
лизация RF на малой субъединице сопряжена с
разборкой центрального межсубъединичного
мостика, образованного 23S�спиралью 69 (H69)
и декодирующим центром (рис. 1, h). В повёрну�
той рибосоме без RF2 H69 отделяется от DC и
прикрепляется к 50S�субъединице вблизи
A2602, указывая тем самым, что реструктуриза�
ция рибосомы совпадает с локальными перест�
ройками PTC после высвобождения пепти�
да [61]. В этом положении H69 будет конфлик�
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товать с RF2 в соответствии с состоянием после
диссоциации RF2. В случае отделения H69 от
малой субъединицы рибосома становится суб�
стратом, с которым связывается фактор рецик�
линга рибосомы RRF [82, 83], расщепляющий
рибосому на субъединицы с помощью EF�G.

Митохондрии кодируют два RF-подобных
белка, mtRF1a и mtRF1, но только для mtRF1a
было показано, что он катализирует процесс
терминации трансляции [84]. Как и бактериаль�
ный RF1, mtRF1a человека (HMRF1L) содер�
жит мотив P206KT208 и катализирует высвобожде�
ние пептида на стоп�кодонах UAA и UAG [85,
86] (для эукариотических белков используются
номера аминокислотных остатков в белках че�
ловека, если не указано иное). Недавняя крио�
ЭМ�работа визуализировала комплекс термина�
ции митохондрий свиньи с mtRF1a (рис. 2, h;
[87]). Взаимодействия домена распознавания
кодонов, петли переключения и домена 3 с ри�
босомой демонстрируют, что структурные меха�
низмы распознавания кодонов и терминации с
помощью mtRF1a сходны с механизмами
действия RF1. Хотя диссоциацию mtRF1a ещё
предстоит визуализировать, сохранение меж�
субъединичных перестроек в миторибосо�
мах [88, 89] указывает на то, что диссоциа�
ция mtRF1a при отсутствии митохондриального
ортолога RF3 может быть сходна с диссоциаци�
ей RF2.

Напротив, остаётся неясной функция
mtRF1 [84]. Этот биоинформатически иденти�
фицированный гомолог RF1, состоящий из
∼445 а.о. [90], имеет N�концевое удлинение до�
мена 1 (∼70 а.о.), которое может влиять на свя�
зывание с рибосомой. Более того, супердомен
распознавания кодонов существенно отличает�
ся от такового в RF1 и содержит мо�
тив P264EVGLS269 и другие расширения, кото�
рые, вероятно, несовместимы с кодонами
мРНК в А�сайте [91, 92]. Было высказано пред�
положение, что mtRF1 распознает кодоны арги�
нина (AGA и AGG), которые, как полагали, бы�
ли переназначены как кодоны терминации в
митохондриях [93]. Однако не удалось обнару�
жить связывающую или каталитическую актив�
ность mtRF1 на рибосомах с мРНК, содержа�
щих стоп�кодоны или кодоны аргинина. В ре�
зультате этот белок не может компенсировать
делецию гомолога функционального RF у дрож�
жей [85–87]. В последующей работе было пока�
зано, что терминация на кодонах аргинина в
митохондриях человека происходит вследствие
отсутствия тРНК, способных декодировать эти
кодоны, приводящие к сдвигу рамки –1, кото�
рый позиционирует кодон UAG в А�сайте для
канонической терминации с помошью

mtRF1a [94]. Поскольку mtRF1 несёт консерва�
тивный каталитический домен с мотивом GGQ,
mtRF1 может участвовать в механизме контроля
качества, который распознает специфическую
конформацию А�сайта рибосомы [92] и/или
требует дополнительных факторов, которые ещё
предстоит определить.

СПАСЕНИЕ ОСТАНОВИВШИХСЯ
РИБОСОМ С ПОМОЩЬЮ МЕХАНИЗМОВ

ТЕРМИНАЦИИ У БАКТЕРИЙ
И МИТОХОНДРИЙ

Рибосомы останавливаются на молекулах
мРНК, которые либо укорочены, не содержат
стоп�кодон, либо же останавливают рибосомы с
помощью других механизмов [95]. Недавние ис�
следования выявили системы спасения рибосо�
мы, которые высвобождают пептиды из остано�
вившихся рибосом. У бактерий альтернативные
факторы спасения A (ArfA) и B (ArfB) представ�
ляют собой независимые молекулярные меха�
низмы, которые дополняют транс�трансляци�
онную систему спасения [95–97]. Недавно в
структурных исследованиях были визуализиро�
ваны структурные механизмы этих факторов
спасения. В митохондриях две системы спасе�
ния рибосомы включают RF�подобные белки,
которые недавно были визуализированы с по�
мощью крио�EM: ICT1, который напоминает
бактериальный ArfB и действует на миторибосо�
мы, несущие укороченные молекулы мРНК
[87], и mtRF�R (кодируемый c12orf65), который
кооперирует с MTRES1 (кодируемый c6orf203) в
распознавании большой митохондриальной
субъединицы с остановившейся пептидил�
тРНК [98].

Бактериальный альтернативный фактор спасе-
ния A (ArfA). ArfA (ранее называвшийся YhdL) –
это небольшой белок, состоящий из 70 а.о., ко�
торый рекрутирует RF2 для высвобождения из
рибосом пептидов, остановившихся на укоро�
ченных мРНК, не содержащих стоп�кодон
(рис. 2, a–c; [99–101]). Пять крио�ЭМ�исследо�
ваний продемонстрировали, что положительно
заряженный C�концевой хвост ArfA связывается
с мРНК�туннелем, образованным преимущест�
венно рибосомной 16S РНК, таким образом
«чувствуя» рибосомы, туннель которых свобо�
ден из�за укороченной молекулы мРНК [49, 50,
102–104]. N�Концевая часть белка сворачивает�
ся с образованием компактного домена вблизи
декодирующего центра и взаимодействует с до�
меном распознавания кодонов RF2, хотя для
этого взаимодействия не требуется консерва�
тивный мотив SPF белка RF2 (рис. 2, c). Во всех
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этих исследованиях ArfA был связан с RF2 в от�
крытой, каталитически компетентной конфор�
мации, сходной с конформацией рилизинг�
факторов на стоп�кодоне (рис. 2, b). В этой кон�
формации петля переключения RF2 стабилизи�
руется гидрофобными взаимодействиями остат�
ка Trp319 с ArfA. Кроме того, в двух исследова�
ниях был обнаружен компактный RF2
(рис. 2, a), домен распознавания кодонов кото�
рого находится примерно на 5 Å дальше от А�
сайта [49, 50]. Хотя взаимодействия RF2 с ArfA
отличаются от взаимодействий RF2 со стоп�ко�
доном, полученные структуры подчёркивают
сходство механизма активации RF через откры�
тие RF2 после распознавания специфического
сигнала в DC. Список ArfA�подобных факторов
спасения продолжает расти, выявляя родовые
особенности механизмов контроля качест�
ва [105]. Например, если BrfA Bacillus subtilis за�
висит от RF2 и подобен ArfA [106], то ArfT
Francisella tularensis может рекрутировать как
RF1, так и RF2 для высвобождения пептидов из
остановленных рибосом [107, 108].

Бактериальный альтернативный фактор спасе-
ния B (ArfB). ArfB (ранее называвшийся YaeJ) –
это рилизинг�фактор (~140 а.о.), который со�
держит как С�концевой хвост, связывающийся с
рибосомным туннелем, так и RF�подобный ка�
талитический домен, несущий мотив GGQ
(рис. 2, d–g). Биохимические исследования по�
казали, что ArfB может спасать не только рибо�
сомы с мРНК, укороченной сразу после кодона
Р�сайта, но также и рибосомы с большими уд�
линениями мРНК [109], хотя каталитическая
активность ArfB снижается по мере увеличения
длины мРНК и может зависеть от последова�
тельности выступа мРНК [110, 111]. Кристалло�
графическая структура показала, что положи�
тельно заряженный хвост образует α�спираль в
свободном туннеле, тогда как каталитический
N�концевой домен стыкуется с PTC подобно то�
му, как это происходит у канонических RF [112].
Связывание ArfB с не повёрнутой рибосомой
напоминает связывание рилизинг�факторов,
что соответствует распознаванию субстрата с ос�
тановленной пептидил�тРНК. Поскольку тун�
нель для мРНК не может быть занят одновре�
менно ArfB и более длинным выступом мРНК,
при исследованиях крио�ЭМ была получена
структура 70S�рибосомы с ArfB и мРНК, высту�
пающей на 2 или 9 нуклеотидов за пределы P�
сайта [110, 111]. Показано, что нуклеотиды де�
кодирующего центра (A1492 и A1493) взаимо�
действуют с ArfB и мРНК, обеспечивая аккомо�
дацию различных выступов мРНК посредством
различных конформаций [111]. Эти результаты
подчёркивают структурную пластичность DC

рибосомы и позволяют предположить, что дру�
гие пути спасения, такие как ArfA у бактерий и
Dom34 у эукариот (обсуждается ниже), могут
обнаруживать рибосомы с более широким диа�
пазоном выступов и/или последовательнос�
тей мРНК.

В комплексах с мРНК, выступающей за пре�
делы кодона Р�сайта, α�спиральный хвост ArfB
связывается в туннеле с мРНК, в то время как
+9�выступ мРНК удалён из туннеля и либо не
упорядочен в межсубъединичном простран�
стве [110], либо стабилизируется второй копией
белка ArfB (рис. 2, e и f) [111]. Эти наблюдения
указывают на то, что ArfB может обнаруживать
остановившиеся рибосомы разными путями в
зависимости от последовательности мРНК или
структурной динамики, допускающей экскурсы
мРНК за пределы туннеля. Кроме того, класси�
фикация данных крио�ЭМ выявила набор
структур с каталитическим N�концевым доме�
ном ArfB внутри или вне PTC (рис. 2, d и e) [111].
Эта динамика согласуется с биохимическими
наблюдениями и указывает на то, что механизм
распознавания субстрата напоминает механизм
канонических рилизинг�факторов, которые
сначала распознают DC на малой субъединице,
а затем перегруппировываются, чтобы закре�
пить каталитический домен рядом с расщепляе�
мой связью в пептидил�тРНК.

С помощью крио�ЭМ на рибосомах были
идентифицированы ArfB с различной степенью
межсубъединичного вращения в сочетании с об�
разованием гибридного состояния P/E деацили�
рованной тРНК (рис. 2, f–g). Было показано, что
степень связывания димера ArfB понижается по
мере увеличения вращения 30S�субъединицы.
Сильно повёрнутые рибосомы обнаруживают
равновесие между частицами с мономерным
ArfB�связанным и вакантным A�сайтом
(рис. 2, g) [111]. Спираль 69 свободных рибосом
диссоциирует из DC и, скорее всего, будет ме�
шать связыванию ArfB с большой субъединицей.
Эти результаты подтверждают, что ArfB, подоб�
но каноническим RF, диссоциирует после спон�
танного межсубъединичного вращения и нару�
шения мостика H69–DC. Хотя компоненты па�
раллельного пути спасения с участием ArfA и
RF2 были визуализированы только на не повёр�
нутой рибосоме, консервативная рибосомная
динамика комплексов, связанных с RF и ArfB,
предполагает, что аналогичный механизм может
быть использован для высвобождения ArfA и
RF2 и подготовки рибосомы к рециклингу.

Митохондриальный фактор спасения ICT1
(∼200 a.о.), близкий гомолог бактериально�
го ArfB, катализирует высвобождение пептидов
из остановившихся рибосом [113]. ICT1 («imma�
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ture colon carcinoma transcript�1», также обозна�
чаемый как MRPL58) необходим для роста кле�
ток [113–115], и нарушение регуляции его син�
теза связано с туморогенезом [116]. Интересно,
что одна молекула ICT1 связывается с централь�
ным выступом митохондриальной рибосо�
мы [117], но эта позиция далека от А�сайта, ука�
зывая на то, что эта молекула не катализирует
спасение рибосомы (рис. 2, i). Центральный
выступ большой субъединицы взаимодействует
с малой субъединицей и с молекулами тРНК,
что делает его структуру критичной для пра�
вильной сборки рибосом и их функционирова�
ния во всех царствах жизни [118–122]. Хотя ар�
хитектурная функция ICT1 может частично
вносить вклад в регуляцию митохондриальной
трансляции, именно каталитическая функция
другой – временно связанной – молекулы ICT1
важна для митохондриальной трансляции. Зна�
чимость каталитической функции была проде�
монстрирована с использованием мутационно�
го анализа, показавшего прекращение роста
клеток после изменения мотива GGQ в
ICT1 [113].

В недавно созданной крио�ЭМ�структуре
связанного с ICT1 спасательного комплекса [87]
положительно заряженная C�концевая спираль
ICT1 обнаруживается в мРНК�туннеле
(рис. 2, i). Каталитический N�концевой домен
стыкуется с PTC аналогично ArfB. Положение
мотива GGQ поддерживает каталитическую
роль остова глутамина, аналогичную роли RF.
Крио�ЭМ�исследование было выполнено с ис�
пользованием укороченной мРНК в P�сайте.
Остаётся визуализировать: если/как ICT1 рас�
познает рибосомы с более длинными выступами
мРНК [123] и отражает ли склонность изолиро�
ванного ICT1 к димеризации [124] механисти�
ческий сценарий, аналогичный сценарию ди�
мерного ArfB, который может стабилизировать
длинные выступы мРНК [111].

Митохондриальный рилизинг-фактор mtRF-R
(∼170 а.о.) представляет собой митохондриаль�
ную пептидил�тРНК гидролазу, которая необхо�
дима для жизнеспособности клеток [125]. Мута�
ции или дисрегуляция этого белка нарушают
трансляцию в митохондриях и ассоциируются с
заболеваниями [126–128]. Недавнее исследова�
ние крио�ЭМ визуализировало человеческий
mtRF�R с пептидил�тРНК на большой митохон�
дриальной субъединице рибосомы [98]. Свя�
зыванию mtRF�R в А�сайте способствует
MTRES1, закреплённый со стеблем антикодона
тРНК (рис. 2, j). Как ожидалось, каталитичес�
кий домен mtRF�R входит в PTC и выдвигает
мотив GGQ вблизи концевого нуклеотида P�
тРНК. Удивительно, но пептидил�тРНК остает�

ся интактной, вероятно, из�за уникальной кон�
формации концевого остатка лизина образую�
щегося пептида, который, как было показано,
является сигнатурой остановившихся рибо�
сом [129, 130]. Хотя mtRF�R вместе с MTRES1
может гидролизовать пептидил�тРНК в модель�
ных 50S�комплексах E. coli in vitro [98], ещё
предстоит показать, спасает ли и как mtRF�R
остановленные митохондриальные субъедини�
цы с лизил�тРНК. Диссоциация mtRF�R и
MTRES1 из большой субъединицы, необходи�
мая для рециклинга рибосомы, вероятно, соп�
ряжена с диссоциацией деацил�тРНК после
гидролиза пептидил�тРНК. Не исключено, что в
разборке этого спасательного комплекса помо�
гают дополнительные факторы. Будущие иссле�
дования определят субстратную специфичность
mtRF�R и механизм диссоциации mtRF�R/
MTRES1.

ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКАЯ ТЕРМИНАЦИЯ
И СПАСЕНИЕ РИБОСОМЫ У ЭУКАРИОТ

Терминация трансляции с участием eRF1•eRF3.
Эукариотический фактор eRF1 (~440 а.о.)
структурно отличается от бактериальных рили�
зинг�факторов, и его каталитическая функция
зависит от ГТФазной активности eRF3 [23,
131–133]. Домен распознавания кодонов eRF1
(домен N) сложен иначе, чем у бактериаль�
ных RF, и несёт консервативные участки ами�
нокислот, такие как мотив T58ASNIKS64, кото�
рый необходим для распознавания всех трёх
стоп�кодонов [134–136]. Кроме того, в отличие
от бактериальных рилизинг�факторов, eRF1
распознает тетрануклеотид, включающий
3 нуклеотида стоп�кодона и последующий нук�
леотид [137–139]. Профилирование рибосом и
другие исследования показали, что стоп�кодон,
за которым следует пиримидин, приводит к ин�
тенсивному считыванию аннотированного
стоп�кодона [140] в соответствии с более низ�
кой каталитической активностью eRF1 на тет�
рануклеотиде с концевым пиримидином [138].
Эта зависимость способствует переназначению
стоп�кодонов в смысловые кодоны у инфузо�
рий, хотя «четвёртый» нуклеотид не является
исключительной детерминантой переназначе�
ния [141–143]. Дополнительные характеристи�
ки мРНК, такие как последовательность и
структура вокруг стоп�кодона и ниже него, иг�
рают роль в эффективности терминации эука�
риот [144–147].

Несмотря на различия между эукариотичес�
кими и бактериальными рилизинг�факторами,
эукариотическая терминация сходна с бактери�
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альной тем, что её точность контролируется
крупномасштабными конформационными из�
менениями белка eRF1. Крио�ЭМ�исследова�
ния показали eRF1 на рибосоме в трёх функцио�
нальных состояниях (рис. 3, a–c): с eRF3 (с ком�
пактным eRF1, неактивным в высвобождении
пептида) [148–150], без eRF3 (с удлинённым
eRF1, активированным для высвобождения
пептида) [139, 151] и с АТФ�связывающим кас�
сетным белком ABCE1 (Rli1 в дрожжах) [137,
148, 152], фактором рециклинга, который раз�
бирает рибосомы на субъединицы [153–155].
Эти структуры в сочетании с биохимическими и
биофизическими данными позволяют рекон�
струировать большинство этапов терминации у
эукариот. После связывания eRF1•eRF3•ГТФ
со стоп�кодоном А�сайта рибосомы [156]
(рис. 3, a) гидролиз ГТФ высвобождает eRF3 и
приводит к встраиванию каталитического доме�
на M eRF1 с мотивом GGQ в PTC (рис. 3, b и d).
Гидролиз ГТФ катализируется сарцин�рицино�
вой петлёй большой субъединицы, где eRF3

связывается аналогично другим трансляцион�
ным ГТФазам, таким как факторы элонгации
EF�Tu и eEF1A. Аминокислотные остатки рас�
познавания кодонов eRF1 взаимодействуют со
всеми четырьмя нуклеотидами сигнала терми�
нации на мРНК, которая принимает конформа�
цию U�поворота (рис. 3, e), приводящую к пере�
мещению мРНК в рибосомный туннель [157].
Интересно, что несмотря на дивергенцию
структуры и последовательности от бактериаль�
ной терминации (рис. 1, c), терминация эукари�
от и бактерий имеет сходные аспекты распозна�
вания стоп�кодона, такие как распознавание
пурина в положении 3 (R3) консервативными
остатками Thr58 и Ile62 TASNIKS�мотива
eRF1 (рис. 3, e; [137]) и Thr198 и Ile196 белка
RF1 E. coli [158]. Кроме того, последний пурин в
сигнале терминации (R4 у эукариот или R3 у
бактерий) стэкируется с нуклеотидом G626
(G530 у E. coli) декодирующего центра в соответ�
ствии с предпочтением пурина перед пирими�
дином в этом положении (рис. 1, h и 3, e).
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Рис. 3. Терминация трансляции эукариот и механизмы спасения цитоплазматических рибосом. a–c – Перестройка рили�
зинг�фактора eRF1 на 80S�рибосоме со стоп�кодоном после гидролиза ГТФ на eRF3 (a–b), и взаимодействие с фактором
рециклинга ABCE1 (c; Rli1 у дрожжей). d – Взаимодействие каталитической конформации eRF1 с тРНК в Р�сайте [137].
e – Распознавание 4�нуклеотидного стоп�сигнала eRF1 происходит при участии аминокислотных остатков моти�
ва TASNIKS (показаны Ile62 и Lys63) и G626 18S рРНК [137]. f и g – Перестройка Pelota (Dom34 у дрожжей) на 80S�рибо�
соме с укороченной мРНК после гидролиза ГТФ на Hbs1 [163] и связывания ABCE1 [164]. h – Распознавание укорочен�
ной мРНК белком Dom34 [163]. i – Взаимодействие открытой конформации Dom34 с тРНК в Р�сайте [164]. j – Спаса�
тельный 60S�комплекс с пептидил�тРНК гидролазой Vms1 и Arb1 [165]. k – Взаимодействие Vms1 и Arb1 с тРНК



ТЕРМИНАЦИЯ И СПАСЕНИЕ РИБОСОМЫ

В открытой каталитической конформации
C�домен eRF1, который связывает N� и M�до�
мены, может взаимодействовать с Fe�S�доме�
ном ABCE1 и инициировать рециклинг рибосо�
мы (рис. 3, c; [148, 152]). ABCE1, конформаци�
онная динамика которого контролируется дву�
мя сайтами связывания АТФ [159] и который
обладает сродством как к 80S�рибосоме, так и к
40S�субъединице [160–162] помогает в расщеп�
лении посттерминационной рибосомы через
промежуточные состояния диссоциации eRF1.
Эти состояния необходимо будет визуализиро�
вать.

Спасение остановившихся рибосом с помощью
Dom34•Hbs1 и Vms1. Хотя эукариотических
аналогов ArfA или ArfB пока не выявлено, было
обнаружено несколько механизмов контроля
качества, которые напоминают эукариотичес�
кую систему терминации [166]. Dom34 (Pelota у
млекопитающих) и ГТФаза Hbs1 образуют гете�
родимер, который спасает рибосомы, остано�
вившиеся на укороченных мРНК, структуриро�
ванные мРНК или 3′�UTR мРНК [167–170].
Dom34 и Hbs1 очень похожи на eRF1 и eRF3 со�
ответственно (рис. 3, f и g). Однако у Dom34 от�
сутствует каталитический мотив GGQ, поэтому
он не гидролизует пептидил�тРНК, а вместо
этого способствует диссоциации субъеди�
ниц [170]. Крио�ЭМ�структуры показали, что
связывание Dom34 и Hbs1 с рибосомой анало�
гично связыванию eRF1 и eRF3 [148, 163, 171].
ГТФазный домен Hbs1 стыкуется с сарцин�ри�
циновой петлёй, в то время как длинный N�кон�
цевой хвост Hbs1 достигает туннеля входа
мРНК (рис. 3, f и h), принимая участие в распоз�
навании остановившихся мРНК�субстра�
тов [163, 171]. β�Шпилька Dom34 входит в деко�
дирующий центр, отдаленно напоминая бакте�
риальные факторы спасения, которые связыва�
ются в свободном мРНК�туннеле (рис. 3, h).
Сравнение структуры рибосомы, связанной с
тРНК, eRF1 и Dom34, выявило различную кон�
формацию DC [148], подчёркивая пластичность
эукариотического DC, напоминающую плас�
тичность бактериальных рибосом [111]. Более
того, Dom34 может быть связан в присутствии
более длинных мРНК, включая поли�A�хвост,
благодаря перенаправлению выступа мРНК в
межсубъединичное пространство [148]. Это на�
поминает комплексы спасения бактерий с
ArfB [110, 111] и объясняет, как Dom34 может
распознавать ряд субстратов, не ограничиваясь
мРНК, укороченными после кодона Р�сайта.
После открытия Dom34 (рис. 3, g) M�домен
связывает ножку акцепторного плеча тРНК,
чтобы способствовать вытеснению тРНК из ри�
босомы (рис. 3, i). Аналогично канонической

терминации, разборка связанных с Dom34 ри�
босом происходит с участием ABCE1 [172], ко�
торый взаимодействует с Dom34 после диссоци�
ации Hbs1 (рис. 3, g; [148, 164]). Будущие иссле�
дования приведут к пониманию подробностей
механизмов разборки рибосомы после канони�
ческой терминации и связывания Dom34, кото�
рые, вероятно, происходят в результате меж� и
внутрисубъединичных структурных перестроек.

Пептидил�тРНК, связанная с большой 60S�
субъединицей в результате действия механизмов
контроля качества рибосомы, разделяется таки�
ми механизмами, как добавление С�концевых
аланил�треониновых повторов (CAT�хвост) к
пептиду с помощью Rqc2, и его убиквитиниро�
вание с помощью Ltn1 (Листерин у млекопита�
ющих [173]) и расщепление пептидил�тРНК.
Белок Vms1 (ANKZF1 у млекопитающих) пред�
ставляет собой большую (~600–750 а.о.) пепти�
дил�тРНК гидролазу, которая катализирует дис�
социацию комплексов 60S•пептидил�
тРНК [174, 175]. Последовательность его ката�
литического домена напоминает последователь�
ность eRF1 и содержит мотив GXQ (где X –
это Ser294 у Saccharomyces cerevisiae) с функцио�
нально важным остатком глутамина [165, 174,
175]. Несмотря на это сходство и на некоторое
сходство с митохондриальным mtRF�R [98],
Vms1 не гидролизует сложноэфирную связь в
пептидил�тРНК. Вместо этого Vms1 расщепляет
фосфодиэфирную связь между нуклеотидами 73
и 74 в тРНК, отделяя CCA�пептид от остальной
тРНК [176, 177]. Фрагмент тРНК подвергается
репарации с помощью ELAC1 и CCA�добавляю�
щего фермента TRNT1 [176, 178]. Крио�ЭМ ви�
зуализировала Vms1, связанный с 60S�субъеди�
ницей, с АТФазой Arb1 ABCF�типа вблизи
тРНК (рис. 3, j) [165]. Arb1, вероятно, способ�
ствует позиционированию субстрата пептидил�
тРНК, тем самым повышая эффективность ре�
акции [165]. Каталитический домен Vms1 нахо�
дится рядом с тРНК (рис. 3, k), подобно M�до�
мену Dom34 (рис. 3, i). Петля GSQ не упорядо�
чена вблизи ССА�конца тРНК. Консерватив�
ный соседний остаток Tyr285 образует стэкинг�
взаимодействие с нуклеотидом 72 молекулы
тРНК, вытесняя нуклеотид 73 и экспонируя
подлежащую расщеплению фосфодиэфирную
связь для гидролиза (рис. 3, k). Vms1 охватывает
большую площадь на межсубъединичном ин�
терфейсе 60S�субъединицы в соответствии с
ролью Vms1 в координации гидролиза пепти�
дил�тРНК и деградации аномального пептида.
Домены типа анкириновый повтор и спирали�
зованная спираль (coiled�coil) направлены на
выход из рибосомного туннеля, где VIM�домен,
вероятно, способствует Cdc48�опосредованной
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DIVERSITY AND SIMILARITY OF TERMINATION AND RIBOSOME
RESCUE IN BACTERIAL, MITOCHONDRIAL,

AND CYTOPLASMIC TRANSLATION

Review

A. A. Korostelev

RNA Therapeutics Institute, Department of Biochemistry and Molecular Pharmacology, UMass Medical School,
Worcester, MA, USA; E�mail: Andrei.Korostelev@umassmed.edu

When a ribosome encounters the stop codon of an mRNA, it terminates translation, releases the newly made protein,
and is recycled to initiate translation on a new mRNA. Termination is a highly dynamic process in which release fac�
tors (RF1 and RF2 in bacteria; eRF1•eRF3•GTP in eukaryotes) coordinate peptide release with large�scale mole�
cular rearrangements of the ribosome. Ribosomes stalled on aberrant mRNAs are rescued and recycled by diverse bac�
terial, mitochondrial, or cytoplasmic quality control mechanisms. These are catalyzed by rescue factors with peptidyl�
tRNA hydrolase activity (bacterial ArfA•RF2 and ArfB, mitochondrial ICT1 and mtRF�R, and cytoplasmic Vms1),
that are distinct from each other and from release factors. Nevertheless, recent structural studies demonstrate a
remarkable similarity between translation termination and ribosome rescue mechanisms. This review describes how
these pathways rely on inherent ribosome dynamics, emphasizing the active role of the ribosome in all translation
steps.
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