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Рибосома представляет собой молекулярную машину, которая синтезирует все клеточные белки, трансли�
руя генетическую информацию, закодированную в полинуклеотидной цепи информационной РНК. Извест�
но, что переход от одной стадии рабочего цикла рибосомы к последующей строго координирован измене�
ниями структуры и взаимного расположения как субъединиц самой рибосомы, так и ее лигандов. При этом
информация о структурных перестройках передается из одного функционального центра рибосомы в дру�
гой с помощью специфических сигналов. Поскольку функциональные центры рибосомы, как правило, на�
ходятся друг от друга на расстоянии, достигающем нескольких десятков ангстрем, считается, что передача
таких сигналов осуществляется аллостерически. В настоящей работе изучали каким образом может переда�
ваться аллостерический сигнал из одного т.н. сенсорного центра рибосомного туннеля (РТ) в пептидил�
трансферазный центр рибосомы (ПТЦ). Методом моделирования молекулярной динамики (МД) изучали
сегмент стенки РТ рибосомы E. coli, состоящий из нуклеотидных остатков А2058, А2059, m2A2503, G2061,
А2062 и С2063 23S рРНК. Показано, что потенциальный сигнал�передающий путь A2058–C2063 ведет себя
как динамический ансамбль взаимозависимых конформационных состояний, изменения в котором могут
происходить путем каскада. Высказано предположение, что структурная перестройка сегмента
А2058–С2063 РТ приводит к обратимой инактивации ПТЦ, вследствие образования сильного стэкинг�кон�
такта функционально важного остатка ПТЦ U2585 с нуклеотидным остатком С2063. Обсуждается возможная
роль наблюдаемого конформационного перехода в сегменте А2058–С2063 в регуляции работы рибосомы.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рибосома, рибосомный туннель, моделирование, аллостерия, молекулярная дина�
мика.

Рибосома представляет собой молекулярную
машину, которая синтезирует все клеточные
белки, транслируя генетическую информацию,
закодированную в полинуклеотидной цепи ин�
формационной РНК (мРНК). Известно, что пе�
реход от одной стадии рабочего цикла рибосомы
к последующей модулируется строго координи�
рованными изменениями структуры и взаимно�
го расположения как субъединиц самой рибосо�
мы, так и ее лигандов – тРНК и белковых фак�
торов трансляции [1–5]. При этом информация
об этих структурных перестройках передается из

одного функционального центра рибосомы в
другой с помощью специфических сигналов [6].
Поскольку функциональные центры рибосомы,
как правило, находятся друг от друга на боль�
шом расстоянии, иногда достигающем несколь�
ких десятков ангстрем, высказано предположе�
ние, что передача таких сигналов осуществляет�
ся аллостерически [7]. При этом были получены
веские свидетельства в пользу того, что рибо�
сомные РНК (рРНК) играют в этом процессе
ключевую роль [8, 9]. Вполне вероятно, что не�
которые антибиотики, ингибирующие трансля�
цию, также воздействуют на функциональные
центры рибосомы, не контактируя с ними не�
посредственно, т.е. аллостерически [10–13].

Примером аллостерического воздействия на
эффективность работы рибосомы могут служить
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последствия единичных мутаций, вставок и де�
леций нуклеотидных остатков рРНК, располо�
женных в макромолекулярной структуре рибо�
сомы на больших расстояниях от ее функцио�
нальных центров. Такие направленные локаль�
ные искажения в первичной структуре рРНК,
как правило, приводят к изменению взаимной
ориентации ее многочисленных нуклеотидных
остатков, что было зафиксировано с помощью
методов химической модификации (т.н. «про�
бинга»), которые используются при стандарт�
ном анализе вторичной структуры РНК. Важно,
что эти остатки локализованы во внутририбо�
сомной третичной структуре рРНК в достаточно
компактных каналообразных областях, по кото�
рым, по�видимому, и передаются аллостеричес�
кие сигналы [14–17].

Аллостерические эффекты, наблюдающиеся
при функционировании белков и особенно бел�
ков�ферментов, интенсивно исследуются и об�
суждаются уже около полувека [18], и в понима�
нии их природы достигнуты серьезные успехи
(например, обзор [19]). В то же время механиз�
мы передачи аллостерических сигналов в мак�
ромолекулах РНК и в РНК�белковых комплек�
сах начали изучать только в последние годы [20,
21], и на сегодня они еще фактически неизвестны.

В настоящей работе мы изучали каким обра�
зом может передаваться аллостерический сиг�
нал из одного из т.н. сенсорных центров рибо�
сомного туннеля (РТ) в пептидил�трансфераз�
ный центр рибосомы (ПТЦ) E. сoli, где происхо�
дит синтез полипептидной цепи белка. РТ рас�
положен внутри большой субъединицы рибосо�
мы. Он соединяет ПТЦ с областью на поверх�
ности рибосомы, где протекают первые этапы
посттрансляционной модификации и сворачива�
ния полипептидной цепи вновь синтезирован�
ных белков. Кроме того, с РТ связываются мно�
гочисленные антибиотики, ингибиторы синтеза
белка на рибосоме [22]. Стенки РТ сформирова�
ны остатками рРНК и р�белков, а его область,
примыкающая к ПТЦ, которая и была объектом
настоящего исследования, так же, как и сам
ПТЦ, построена исключительно из нуклеотид�
ных остатков 23S рРНК [23]. Подавляющее
большинство полипептидных цепей синтезиру�
емых рибосомой белков перемещаются по РТ
достаточно свободно. Однако из этого правила
есть исключения: известно несколько (пока еще
немногочисленных) случаев, когда синтез поли�
пептидной цепи белка в ПТЦ и ее транспорт по
РТ останавливаются. Это происходит вслед�
ствие того, что специфические аминокислотные
остатки растущей в РТ цепи, находящиеся в ней
в строго определенных положениях, контакти�
руют с особыми (сенсорными) нуклеотидными

остатками на стенках РТ. Сигнал об этом собы�
тии поступает в ПТЦ, который, приняв его,
инактивируется и теряет способность катализи�
ровать образование новых пептидных связей.
При этом работу рибосомы может остановить
либо сам растущий в ней полипептид, либо для
этого дополнительно требуется присутствие в
РТ низкомолекулярных кофакторов [24]. В пос�
леднем случае известны многочисленные при�
меры (системы), когда роль кофактора выпол�
няют антибиотики макролиды и кетолиды [25].
Поскольку участвующие в этих событиях остат�
ки 23S рРНК находятся вне ПТЦ, считается, что
передача сигнала от сенсора в этот центр проис�
ходит аллостерически.

Остановка работы рибосомы в результате
описанных вышей событий – важный способ
регуляции биосинтеза белка на уровне трансля�
ции, и не удивительно, что это явление интен�
сивно изучается (обзор [24]). Предполагается, в
частности, что в рибосоме E. coli существуют, по
крайней мере, две цепочки нуклеотидов 23S
рРНК, образующие пути, по которым сигнал
может передаваться от сенсоров РТ в ПТЦ [26].
Так, например, один из этих вероятных путей,
начинающийся нуклеотидным остатком А752,
был недавно изучен с помощью комбинации
методов криоэлектронной микроскопии, моле�
кулярного моделирования и биохимического ана�
лиза [27]. Показано, что антибиотик эритроми�
цин смещает положение С�конца т.н. лидерного
пептида эритромицин�зависимой метилтранс�
феразы Erm BL таким образом, что он образует
контакт с нуклеотидными остатками, формиру�
ющими ПТЦ, и переводит его в неактивное сос�
тояние, что и приводит к остановке трансляции.

В настоящей работе мы использовали метод
моделирования молекулярной динамики (МД)
для изучения другого сегмента стенки РТ рибо�
сомы E. coli, состоящего из нуклеотидных остат�
ков А2058, А2059, m2A 2503, G2061, А2062 и
С2063, участие которых в передаче сигнала от
сенсорного сайта А2058—А2059 достаточно убе�
дительно продемонстрировано сайт�направлен�
ным мутагенезом [25]. Начало этого вероятного
сигнального пути (остаток А2058) находится на
расстоянии примерно 20 Å от ПТЦ. Важно от�
метить, что расположенные в начале этого пути
остатки A2058 и A2059 участвуют в формирова�
нии центра связывания всех антибиотиков�мак�
ролидов и �кетолидов в РТ [28]. Кроме того, уже
достаточно давно известно, что N6�диметили�
рование А2058 приводит к устойчивости бакте�
рий к антибиотикам этих и нескольких других
классов [29].

Несмотря на исключительную сложность
объекта, после расшифровки атомных структур
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рибосомы метод МД многократно использовал�
ся для описания динамических аспектов струк�
туры и функционирования как целой рибосо�
мы, так и отдельных ее частей [30]. Его приме�
няют также для изучения структуры и функций
РТ [31]. В частности, этим методом были уста�
новлены некоторые потенциальные контакты
ключевых аминокислотных остатков в пепти�
дах, останавливающих трансляцию, с сенсор�
ными нуклеотидными остатками РТ [32]. Не�
давно с помощью этого метода нам удалось уста�
новить возможные причины аномальной биоло�
гической активности пептидных производных
макролидов – ингибиторов синтеза белка, и об�
наружить новый потенциальный сайт взаимо�
действия растущей в РТ полипептидной цепи с
его стенками [33]. В данной работе мы наблюда�
ли методом моделирования МД, что потенци�
альный сигнал�передающий путь A2058–C2063
ведет себя как динамический ансамбль взаимо�
зависимых конформационных состояний, изме�
нения в котором могут распространяться каска�
дообразно. При этом мы предполагаем, что струк�
турная перестройка сегмента А2058–С2063 РТ
приводит к обратимой инактивации ПТЦ. В ра�
боте обсуждается возможная роль наблюдаемо�
го конформационного перехода в сегменте
А2058–С2063 23S рРНК в регуляции работы ри�
босомы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделируемая система. Стартовая система
была сконструирована на основе кристалличес�
кой структуры комплекса 50S субъединицы ри�
босомы E. сoli с эритромицином, полученной
методом рентгеноструктурного анализа с разре�
шением 3,1 Å (код PDB: 3OFR) [34] с добавле�
нием модифицированных оснований в соответ�
ствии со сведениями из банка данных [35]. По�
ложения модифицированных оснований были
оптимизированы минимизацией энергии соче�
танием метода наискорейшего спуска с алгорит�
мом Бройдена–Флетчера–Гольдфарба–Шанно
с ограниченным использованием памяти [36], за
которой следовал расчет 2 нс молекулярной ди�
намики под управлением термостата масштаби�
рования скоростей с добавочным стохастичес�
ким членом [37]. При этом все немодифициро�
ванные основания были полностью зафиксиро�
ваны, тогда как модифицированные основания,
ионы и вода двигались, а эритромицин, содер�
жавшийся в исходной рентгеновской структуре,
был изъят. После оптимизации были выделены
все остатки, у которых хотя бы один атом попа�
дал в кубическую область с ребром длиной 7 нм,

включающую в себя весь РТ и ПТЦ так, что
центр этой области находился в туннеле, а сам
туннель пролегал вдоль мысленной оси аппли�
кат. Полученное выделение использовалось во
всех дальнейших расчетах.

Контрольные системы были построены на
основе описанной выше стартовой системы, в
которой, в первом случае, было избирательно
зафиксировано положение н.о. G2057, A2058 и
А2059; во втором случае, 2�метиладенин в н.о.
m2A2503 был заменен на гуанин; в третьем слу�
чае, аденин в н.о. А2062 был заменен на урацил.

Условия моделирования. Все расчеты молеку�
лярной динамики и анализ полученных траек�
торий движения атомов проводились посред�
ством пакета GROMACS [38, 39] версий 4.5.4 и
4.6.5 и силового поля parm99sb. Все расчетные
эксперименты выполняли при температуре 300 К
с периодом привязки 0,1 пс под управлением
термостата масштабирования скоростей с доба�
вочным стохастическим членом [37] и при пери�
одических граничных условиях с изотропным
постоянным давлением, поддерживаемым ба�
ростатом Берендсена [40] с периодом привязки
5 пс. Электростатические взаимодействия обра�
батывались посредством сети частиц Эвальда
[41] с шагом сетки 0,125 нм и четвертым поряд�
ком интерполяции. Моделируемая система бы�
ла центрирована в кубической ячейке с ребром
8,8 нм, заполненной 13 067 молекулами воды
TIP4P [42], так что грани системы были покры�
ты слоем растворителя толщиной в 0,9 нм. От�
рицательный заряд системы был нейтрализован
95 ионами магния и 381 натрия. Ионы натрия
использовали вместо ионов калия в силу невер�
ной параметризации ионов калия в силовом по�
ле parm99sb, основанной на данных для крис�
таллов хлорида калия. При моделировании ио�
нов калия вместе с ионами хлора в воде они об�
разуют кристалл хлорида калия при недостаточ�
ной для этого их концентрации [43]. Взаимодей�
ствия между ионами калия и любыми отрица�
тельно заряженными ионами переоценены, сле�
довательно, применение ионов калия как про�
тивоионов может приводить к большим возму�
щениям в моделируемой структуре, чем для ио�
нов натрия. Ионы магния добавляли так, чтобы
они образовывали «магниевые мостики» между
соседними фосфатными группами, а ионы нат�
рия располагали вблизи отрицательно заряжен�
ных групп с тем, чтобы компенсировать оста�
точный отрицательный заряд [44]. Остатки, хотя
бы один атом которых находится в пределах 0,1 нм
от грани моделируемого участка рибосомы, бы�
ли позиционно ограничены, при этом все ос�
тальные атомы могли свободно двигаться. Вре�
менной шаг интегрирования во всех вычислени�
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ях составлял 2 фс, координаты записывались в
файл траектории каждые 15 пс. Для ограниче�
ния длин ковалентных связей, включающих
атомы водорода, использовался алгоритм
LINCS. Вычисления управляемой динамики и
метадинамики осуществлялись при помощи па�
кета PLUMED [45], версия 1.3, работающего в
комплексе с пакетом GROMACS. Положение и
частоту встречаемости водородных связей ана�
лизировали так, как это было описано нами ра�
нее [33].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Целью настоящей работы был детальный
анализ конформационной подвижности сег�
мента стенки туннеля рибосомы E. coli, образо�
ванного участком 2058—2063 полинуклеотид�
ной цепи 23S рРНК, а также примыкающим к
нему в третичной структуре рибосомы модифи�
цированным нуклеотидным остатком m2A2503.
Как уже отмечалось выше, этот сегмент макро�
молекулы 23S рРНК неоднократно рассматри�
вался как один из наиболее вероятных участни�
ков процесса передачи функциональных сигна�
лов из внутренних районов РТ в ПТЦ рибосомы
[24–26]. В самое последнее время это предполо�
жение получило убедительное эксперименталь�
ное подтверждение [13, 27, 46]. В то же время де�
тальную картину возможных конформацион�
ных превращений, которые могли бы обеспе�
чить передачу функциональных сигналов с по�
мощью этого сегмента рРНК, пока еще полу�
чить не удалось. В нашей работе мы попытались
восполнить этот пробел, уделив особое внима�
ние поиску ответа на вопрос, каким образом из�
менения во взаимном расположении нуклео�
тидных остатков в исследуемом сегменте РТ
сказываются на конформации ПТЦ рибосомы.
Исследования проводились методом моделиро�
вания молекулярной динамики, который, как
известно, позволяет оценить во времени изме�
нения величин торсионных углов в нуклеотид�
ных остатках рРНК, изменения положений и
встречаемости водородных связей между ними,
а также изменения величин энергии ассоциации
гетероциклических оснований [47].

Для исследуемой системы были рассчитаны
двадцать одна траектория продолжительностью
от 200 до 360 нс, при анализе которых были за�
фиксированы разнообразные конформацион�
ные переходы, затрагивающие как нуклеотид�
ные остатки изучаемого сегмента РТ, так и неко�
торые нуклеотидные остатки, участвующие в
функционировании ПТЦ рибосомы. Основные
конформационные переходы заключаются в

следующем. Во�первых, адениновые основания
A2058 и A2059 сближаются. Во�вторых, основа�
ние C2063 теряет контакт с гуаниновым основа�
нием G2061, в результате чего у основания A2062
появляется возможность вклиниться между ни�
ми и образовать элемент структуры, в котором
все три основания скреплены стэкинг�взаимо�
действиями. И, наконец, конформация остатка
U2585, компонента ПТЦ рибосомы, изменяется
таким образом, что его основание входит в стэ�
кинг�контакт с цитозиновым основанием C2063.

Эти события происходят иногда поодиноч�
ке, иногда, что особенно важно, совместно, об�
разуя в одной из траекторий взаимоувязанный
конформационный переход, в котором прибли�
зительно на 60 нс основания в A2058 и A2059
сближаются, после чего происходят все описан�
ные выше события (рис. 1). В итоге, стабилизи�
рованные стэкинг�взаимодействиями блоки
A2058–A2059–m2A2503–G2061 (существующий
в исходной структуре) и A2062–C2063–U2585
(вновь образованный) объединяются в единую
стопкообразную структуру. Это согласованное
движение отчетливо отображается в первой
главной компоненте, полученной при анализе
главных компонент значений торсионных углов
β, γ, δ и χ тридцати четырех нуклеотидных ос�
татков в ближайшей окрестности исследуемого
сегмента РТ и ПТЦ (результаты этого анализа
частично представлены на рис. 2). Оно также
хорошо иллюстрируется изменением во време�
ни значений энергии нековалентных (электро�
статических и ван�дер�ваальсовых) взаимодей�
ствий, ответственных за ассоциацию гетероцик�
лических оснований соседних нуклеотидных
остатков (рис. 3). При этом следует подчерк�
нуть, что изменения значений углов и энергии
происходят не синхронно, а последовательно,
разбиваясь на три основные группы, которые
описаны выше. Если же конформационные из�
менения происходят поодиночке, то они не за�
вершаются и не приводят к образованию устой�
чивых структур, но, когда все они включены в
единый конформационный переход, процесс
завершается образованием стабильной структу�
ры. Важным также является тот факт, что наб�
людаемые нами изменения взаимного распо�
ложения нуклеотидных остатков в сегменте
А2058–С2063 и контактирующих с ним нуклео�
тидных остатков m2A2503 и U2585 оказались об�
ратимыми, что было установлено при помощи
приема метадинамики, описанного Лайо и Пар�
ринелло [48].

Необходимо отметить, что возможные изме�
нения конформации под влиянием стоп�пепти�
да SecM в части А2062�G2061�С2063 исследуе�
мого нами сегмента 23S рРНК ранее изучались

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  8  2015

1253



МАКАРОВ  и  др.

методом моделирования МД Гумбартом и др.
[32]. Из данных, представленных в работе этих
авторов, можно сделать вывод, что функцио�
нальный сигнал передается в ПТЦ без перест�
ройки порядка расположения оснований отно�
сительно порядка расположения нуклеотидных
остатков в этом элементе. Однако моделирова�
ние МД в этом случае останавливали на 20 нс,
т.е. задолго до того, как, по нашим данным, эта
структурная перестройка совершается.

Движущими силами наблюдаемого нами
согласованного изменения конформации сег�
мента А2028–С2063 можно считать гидрофоб�
ный эффект и стэкинг�взаимодействия. При
этом структурном переходе гидрофобная поверх�
ность системы убывает, поскольку находившие�
ся в исходной структуре в просвете туннеля ос�
нования нуклеотидов A2062 и U2585 вступают в

стэкинг�взаимодействия со своими новыми со�
седями. Действительно, как видно из рис. 3,
энергетический выигрыш достигается за счет
вхождения основания A2062 между C2063 и
G2061 и образования контакта между C2063 и
U2585; изменение энергии нековалентных взаи�
модействий составляет –19 ± 10 кДж/моль. При
этом между 80 и 160 нс система преодолевает
энергетический барьер, соответствующий кон�
формациям, в которых основания G2061 и
C2063 уже разошлись, но A2062 и U2585 еще не
вошли с ними в контакт, стабилизированный
стэкинг�взаимодействиями.

Рассмотрим теперь свойства участников изу�
чаемого нами конформационного перехода в
свете известных литературных данных. Как уже
отмечалось, он начинается со сближения нукле�
отидных остатков А2058 и А2059. Их аденино�
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Рис. 1. Основные фазы конформационного перехода в участке A2058–C2063 23S рРНК рибосом E. coli, наблюдаемого с
помощью моделирования молекулярной динамики (МД): а – начальная (4 нс); б и в – промежуточные (71 и 117 нс) и г –
конечная (353 нс) стадии. Нуклеотид A2062 выделен сплошным темно�серым
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вые основания образуют экспонированный на
стенке РТ гидрофобный «карман» – один из ос�
новных сайтов связывания антибиотиков�мак�
ролидов и �кетолидов в большой субъединице
рибосом [49, 50]. Эффект сближения был ожи�
даемым, поскольку в стартовой системе макро�
лидный антибиотик эритромицин был удален из
этого «кармана», а в рибосоме, связанной с эрит�
ромицином, по сравнению со свободной рибо�
сомой, основания в А2058 и А2059 разведены
(ср., например, структуры с кодами PDB 2AW4 и
3OFR соответственно). Важно, что в контроль�
ной системе, в которой положение этих нуклео�
тидных остатков было изначально «замороже�
но», конформационный переход в исследуемом
сегменте не наблюдался.

Однако как видно из рис. 1, наиболее силь�
ные конформационные перестройки в исследу�
емой системе связаны с изменением положения

А2062. Этот абсолютно консервативный нукле�
отидный остаток рРНК большой субъединицы
рибосомы обладает исключительно высокой
подвижностью. Экстраординарная подвиж�
ность А2062 также законсервирована в эволю�
ции, что наводит на мысль о том, что это свой�
ство А2062 необходимо для нормального функ�
ционирования рибосомы. В большинстве извест�
ных на сегодня кристаллических структур ри�
босом А2062 находится в конформации, кото�
рую мы будем называть здесь «открытой». При
этом его гетероциклическое основание направ�
лено в свободный просвет РТ (например, струк�
туры с кодами в PDB 1VQL, 2WDN и 3OFR). Од�
нако в ряде кристаллических структур 50S субъ�
единицы бактериальной рибосомы остаток аде�
нина в А2062 повернут относительно его угле�
водного остатка таким образом, что его плос�
кость более или менее параллельна стенкам РТ
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Рис. 2. Значения торсионных углов некоторых нуклеотидных остатков участка A2058–C2063 и U2585, претерпевающих
наиболее сильные изменения при конформационных переходах, изучаемых в настоящей работе
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(например, структуры с кодами в PDB 1KQS,
3OHK и 3OFQ). Такую конформацию мы будем
называть «закрытой». Наши расчеты молеку�
лярной динамики А2062 показывают, что он
действительно легко переходит из «открытой» в
«закрытую» конформацию, причем первая яв�
ляется предпочтительной (рис. 4). При модели�
ровании МД сегмента А2058—А2063 мы исходи�
ли из структуры 50S субъединицы рибосомы
E. coli (код в PDB 3OFR), в которой А2062 нахо�
дился в «открытой» конформации. Однако пос�
ле запуска процесса моделирования, его кон�
формация быстро перестраивается в «закрытую»
(структура на рис. 1, соответствующая 4 нс), что
также хорошо видно на схеме, иллюстрирующей
динамику изменения положения водородных
связей А2062 с его соседями (рис. 5, а). Извест�

но, что в кристаллических структурах 50S субъ�
единицы рибосом Нaloarcula marismortui и
Еscherichia сoli гетероциклическое основание
А2062, находящегося как в «открытой», так и в
«закрытой» конформациях, связано водородны�
ми связями с остатком модифицированного
аденина в m2A2503 [51], как уже отмечалось,
встроенного в трехмерной структуре рибосомы
в сегмент А2058–С2063. Как видно из рис. 5, а,
первоначально А2062 образует с m2A2503 неста�
бильную транс�уотсон�криковскую/хугстино�
вскую А–А�пару (по классификации Вестхофа и
сотр. [52]). Эта пара разрушается на ранних эта�
пах исследуемого конформационного перехода,
что позволяет А2062 в последующем вклиниться
между н.о. G2061 и С2063. Как уже отмечалось,
этому событию предшествует изменение поло�
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Рис. 3. Энергии нековалентных взаимодействий для пар азотистых оснований, вступающих в стэкинг�взаимодействия
при описываемом конформационном переходе. Серым показаны значения энергии нековалентных взаимодействий, чер�
ная сплошная линия – значения энергии, сглаженные скользящим средним с окном 9 нс, черный пунктир – скользящее
стандартное отклонение. Нижний правый график показывает изменение суммарной энергии нековалентных взаимодей�
ствий оснований в изучаемом участке 23S рРНК
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жения С2063 и потеря его контакта с G2061
(рис. 1 и 2). Что же касается н.о. m2A2503, то он
находится в стэкинг�контакте со своими сосе�
дями А2059 и G2061 в течение большей части
процесса моделирования, за исключением пе�
риода между 90 и 150 нс, когда этот контакт за�
метно ослабляется (рис. 2).

Предположение о том, что н.о. А2062 играет
важную роль в функционировании рибосомы,
было высказано вскоре после расшифровки ее
атомной структуры [53]. Впоследствии оно по�

лучило убедительное подтверждение в работах
Манькина с сотр. [54]. Показано, что мутации в
этом положении 23S рРНК полностью исключа�
ют остановку рибосомы в системах со стоп�пеп�
тидами. Поскольку сама по себе замена аденина
в А2062 на другие нуклеиновые основания за�
метно не сказывалась на эффективности работы
ПТЦ рибосомы, было высказано предположе�
ние, что мутации этого нуклеотидного остатка
прерывают передачу аллостерического сигнала
в ПТЦ из более глубоких райнов РТ. Аналогич�
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Рис. 5. Схема, показывающая образование основных водородных связей нуклеотида А2062 при моделировании молеку�
лярной динамики. Серая вертикальная черта отражает существование указанной водородной связи в данный момент вре�
мени; б – карта водородных связей нуклеотида G2503, полученная из траектории с мутацией A2503G in silico

а

Рис. 4. Распределение значений торсионных углов χ нуклеотидов A2062 и U2585. В распределении значений угла χ осно�
вания A2062 пик I соответствует фазам а и б (рис. 1), пик II – фазам в и г (рис. 1). В распределении значений угла χ осно�
вания U2585 пик I соответствует фазе а, пик II – фазам б и в, пик III – фазе г (рис. 1)
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ные результаты были получены той же группой
и для m2A2503 [51]. В соответствии с этими дан�
ными, мы заменили в стартовой системе для мо�
делирования МД основание в А2062 на урацил,
а 2�метиладенин в m2A2503 – на гуанин. Эти му�
тации in silico привели к блокированию описан�
ного выше конформационного перехода. При
этом U2062 вклинивался на короткое время
между G2061и С2063, но в силу меньших разме�
ров гетероциклического кольца и ослабленных
стэкинг�взаимодействий не мог образовать с
ними стабильную триаду. Что же касается
G2503, то наблюдалась тенденция к образова�
нию достаточно прочной не�уотсон�криковской
G–A�пары между основаниями этого нуклеоти�
да и А2062, что удерживало последний в исход�
ном состоянии (рис. 5, б).

Хотя порядок расположения консерватив�
ных нуклеотидных остатков в обнаруженной на�
ми триаде G2061–А2062–С2063 и соответствует
вторичным структурам всех известных рРНК
большой субъединицы рибосомы, он не наблю�
дался ни в одной из ее пространственных струк�
тур, полученных на сегодня с помощью рентге�
но�структурного анализа или крио�электрон�
ной микроскопии с разрешением, приближаю�
щимся к атомному. Нуклеотидный остаток
G2061 непосредственно контактирует в них с
С2063, а А2062 либо выведен наружу («откры�
тая» конформация), либо расположен по сосед�
ству с G2061, но не с С2063 («закрытая» конфор�
мация). Нуклеотидные остатки G2061 и С2063
относятся к т.н. «внешнему слою» ПТЦ [55].
Они участвуют в структурировании А2451, од�
ного из ключевых функциональных нуклеотид�
ных остатков ПТЦ рибосомы [56, 57], и их сайт�
направленный мутагенез драматическим обра�
зом сказывается на активности рибосомы [58,
59]. Поэтому можно думать, что постепенное
смещение С2063 относительно своего положе�
ния в стартовой структуре и полная потеря его
контакта с G2061 к 80 нс также не может не ска�
заться на эффективности пептидилтрансфераз�
ной (ПТ) реакции.

Другим важным следствием наблюдаемой
нами реорганизации сегмента А2062–G2061–
С2063 в триаду G2061–А2062–С2063 является
образование устойчивого ассоциата С2063 с
U2585, которое стабилизируется к 240 нс (рис. 2).
Хотя изучение механизма ПТ реакции еще нельзя
считать законченным (см., например, работу По�
ликанова с сотр. [57]), на сегодня твердо установ�
лено, что ключевую роль в катализе образования
пептидных связей в синтезирующихся на рибо�
соме полипептидных цепях белка играют, по мень�
шей мере, четыре н.о. рРНК, а именно нуклеотид�
ные остатки С2063, А2451, U2585 и U2586 [60].

Показано, что на каждом шаге ПТ�реакции
один из субстратов ПТЦ – аминоацил�тРНК –
индуцирует перестройку конформации ансамб�
ля из этих нуклеотидов так, чтобы она соответ�
ствовала структуре 3'�концевого участка тРНК и
аминокислотного остатка, которым он ацили�
рован [61]. Иными словами, этот ансамбль дол�
жен достаточно легко перестраиваться. При
этом оказалось, что подвижность U2585 в нем
особенно ярко выражена. Отсюда ясно, что наб�
людаемое нами отклонение U2585 от положе�
ния, оптимального для эффективного протека�
ния ПТ�реакции, и его фиксация в этом поло�
жении должны приводить к инактивации рибо�
сомы. Более того, мы обнаружили, что U2585,
будучи ассоциированным с С2063, создает зат�
руднения для связывания 3'�концевого аденози�
на в пептидил�тРНК с Р�сайтом ПТЦ.

Важно отметить, что наблюдаемый нами кон�
формационный переход сегмента А2058–С2063,
во�первых, обратим, а во�вторых, он происхо�
дит со скоростью, на несколько порядков пре�
вышающей скорость ПТ�реакции. Следователь�
но, для того, чтобы эти конформационные из�
менения воздействовали на активность рибосо�
мы (например, приводили к длительной оста�
новке ее работы), он должен быть каким�то об�
разом зафиксирован, например, при помощи
стоп�пептида. В самое последнее время, благо�
даря существенному прогрессу в увеличении
разрешающей способности крио�электронной
микроскопии, удалось наблюдать различные
стоп�пептиды и их окружение в РТ [27, 62–65].
Однако лишь в упомянутой выше работе Аренца
с сотр. [27] была замечена фиксация положения
U2585. Она происходила тогда, когда в рибосо�
ме E. coli одновременно присутствовали стоп�
пептид ErmBL и антибиотик эритромицин. Бо�
лее того, подвижность U2585 в этом случае была
ограничена за счет его стэкинг�взаимодействий
с U2586, а не с С2063. Кроме того, заметных из�
менений в конформации изучаемого нами
участка РТ в этой работе отмечено не было (см.
структуру с кодом PDB 3J5L).

Каким же образом может происходить «за�
мораживание» наблюдаемой нами необычной
конформации сегмента А2058–С2063? Как уже
отмечалось, конформационный переход в этом
сегменте РТ инициируется изменением взаим�
ного расположения, а именно, сближением аде�
ниновых оснований в динуклеотидном фраг�
менте А2058–А2059 23S рРНК. Можно себе
представить, что в ходе перемещения вновь син�
тезируемого полипептида по РТ один из его гид�
рофобных аминокислотных остатков (Х) входит
в гидрофобную полость, образуемую А2058 и
2059, и раздвигает адениновые основания. Ско�
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рее всего, связывание Х с этим сайтом будет лег�
ко обратимым (в отличие от макролидов и кето�
лидов, которые в дополнение к гидрофобному
контакту связаны с этим районом РТ рядом ус�
тойчивых водородных связей). Тогда, до того,
как осуществится следующий шаг синтеза по�
липептидной цепи, остаток Х может периоди�
чески покидать гидрофобную полость сегмента
А2058–А2059 и связываться с ней вновь, что
приведет к периодическим изменениям кон�
формации сегмента А2058–С2063, описанным
выше. Далее события могут развиваться по од�
ному из двух сценариев в зависимости от пер�
вичной структуры С�концевого фрагмента рас�
тущей полипептидной цепи. Действительно, не�
давно было установлено, что связанные с тРНК
в ПТЦ пептиды со специфической аминокис�
лотной последовательностью и длиной всего
лишь в три аминокислотных остатка способны в
определенных условиях останавливать трансля�
цию [66]. Это происходит за счет их взаимодей�
ствия с нуклеотидными остатками РТ, непосред�
ственно примыкающими к ПТЦ. В таком слу�
чае, если структура С�концевого фрагмента син�

тезирующегося на рибосоме полипептида тако�
ва, что он способен зафиксировать фрагмент
G2061–А2062–С2063 в стэкинг�конформации,
то синтез белка на рибосоме будет замедлен или
вовсе остановлен вследствие стабилизации кон�
такта U2585 c C2063. Если же в момент конфор�
мационной перестройки сегмента А2058–С2063
С�концевой фрагмент синтезирующегося поли�
пептида имеет другую аминокислотную после�
довательность, то остановки или существенного
замедления процесса трансляции не произой�
дет. По подобному механизму, который, разуме�
ется, нуждается в экспериментальной проверке,
может протекать процесс регуляции трансляции
любыми эффекторами, обратимо связывающи�
мися с А2058–А2059 сенсорным элементом РТ.
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The ribosome is a molecular machine that synthesizes cell proteins in the course of mRNA translation. At the each
step of polypeptide chain synthesis, the ribosome ligands, tRNAs and several protein factors, bind and leave the ribo�
some in a strictly coordinated way. Also, it is known that the coordination of these steps is based on interrelated con�
formational rearrangements of components of the ribosome. It is generally accepted that coordination of the ordered
sequence of events in the ribosomal working cycle is accomplished by signal exchange between functional centers of
the ribosome. Since distances between these centers are rather large, it has been suggested that signal transduction in
the ribosome might be performed allosterically. In this work, we attempt to explain how the allosteric signal can be
transferred from one of the so�called sensory centers of the ribosomal nascent peptide exit tunnel (NPET) to the pep�
tidyl transferase center (PTC) of the E. coli ribosome is made. To address this question, we use molecular dynamics
modeling of the putative signal�transmission pathway that includes universally conserved 23S rRNA residues A2058,
A2059, m2A2503, G2061, A2062, and C2063. We found that this rRNA segment constitutes a dynamic ensemble of
interrelated conformational states. Moreover, we observed that these conformational changes could occur as a cas�
cade. We suggest that restructuring of the A2058�C2063 region of NPET leads to reversible stalling of PTC due to
stacking interactions of the functionally important U2585 residue with C2063. The possible role of the observed con�
formational changes in the regulation of the work of the ribosome is discussed.
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