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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
РИБОСОМЫ МЕТОДОМ 
РАССЕЯНИЯ НЕЙТРОНОВ

 

à. ç. ëÖêÑûä

 

åÓÒÍÓ‚ÒÍËÈ „ÓÒÛ‰‡ÒÚ‚ÂÌÌ˚È ÛÌË‚ÂÒËÚÂÚ
ËÏ. å.Ç. ãÓÏÓÌÓÒÓ‚‡

 

С физической точки зрения рибосома является
молекулярной машиной с размерами около 250 

 

Å

 

,
синтезирующей белки из аминокислот по програм-
ме, закодированной в специальной матричной РНК.
С химической точки зрения рибосома является нук-
леопротеидом, состоящим из специальных рибосом-
ных РНК и различных рибосомных белков. Комби-
нация нескольких десятков макромолекул разной
химической структуры образует уникальную части-
цу, в которой все стадии процесса биосинтеза белка
координированы в пространстве и времени [1].

Как объект структурных исследований рибосо-
ма привлекает внимание физиков, химиков и био-
логов с момента ее открытия (в 1956 году). В течение
первого десятилетия наибольший прогресс в пони-
мании общих черт, характеризующих рибосому, был
достигнут в основном двумя физическими метода-
ми: ультрацентрифугированием и электронной мик-
роскопией (рис. 1). Во-первых, было обнаружено,
что целая рибосомная частица прокариотических
клеток имеет константу седиментации 70S

 

1

 

 и состо-
ит из двух неравных субчастиц (большой и малой),
слабо ассоциированных друг с другом и имеющих
константы седиментации 50S и 30S соответственно.
Во-вторых, было показано, что белковый компо-
нент каждой рибосомной частицы состоит из мно-
гих разных белков (21 белок для 30S и 34 белка для
50S субчастицы). В-третьих, было открыто, что каж-
дая компактная субчастица может быть развернута в
единый рибонуклеопротеидный тяж без отщепления
рибосомных белков и фрагментации рибосомных
РНК. Это открытие привело к концепции рибонук-
леопротеидного тяжа и инициировало следующие
открытия, согласно которым каждая субъединица
рибосом может быть реконструирована из соответ-
ствующих рибосомных РНК и белков. С помощью

 

1 

 

Константа седиментации частицы S (сведберг по имени
шведского ученого – A. Swedberg) определяется скоро-
стью ее оседания на единицу центробежного ускорения и
связана с параметрами частицы следующей формулой S =
= [

 

M

 

(1 

 

−

 

 )]/

 

f

 

0

 

. В этой формуле 

 

М

 

 – масса частицы,
 – ее парциальный удельный объем, 

 

ρ

 

0

 

 – плотность рас-
творителя, а 

 

f

 

0

 

 – константа поступательного трения. Из
формулы следует, что при сохранении формы частицы и
ее парциального удельного объема, то есть плотности,
константа седиментации является просто мерой ее моле-
кулярной массы.

υρ0

υ
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электронной микроскопии была установлена об-

щая морфология рибосомы и ее субчастиц.

К концу 60-х годов нейтронная физика была

развита настолько, что появилась возможность изу-

чения структуры рибосомы с помощью нейтронно-

го рассеяния [2]. Для таких исследований наиболее
подходящими оказались так называемые тепловые
нейтроны, то есть нейтроны, имеющие кинетичес-
кую энергию, сравнимую с кинетической энергией
газа при комнатной температуре. Длина волны та-
ких нейтронов около 1,5 

 

Å

 

. Максимальный поток
нейтронов в реакторах, где в качестве замедлителя
используется легкая или тяжелая вода при комнат-
ной температуре, приходится именно на эту область
длин волн. Этот диапазон длин волн оптимален для
определения координат атомов, поскольку расстоя-
ние между атомами имеют тот же порядок величи-
ны. Холодный замедлитель (например, дейтерий
при температуре около 20

 

°

 

К) сдвигает максимум
потока нейтронов в сторону больших длин волн (4–
6 

 

Å

 

). Такие длины волн оптимальны для большин-
ства малоугловых нейтронных спектрометров, пред-
назначенных для изучения структуры рибосомы с
помощью рассеяния нейтронов [2].

Нейтроны рассеиваются на ядрах атомов. Разме-
ры ядер имеют порядок 10

 

−

 

12

 

 см, что на четыре по-
рядка меньше длины волны тепловых нейтронов.
Вследствие этого амплитуда рассеянной нейтрон-
ной волны является изотропной, действительной и
практически не зависит от энергии нейтрона для
всех основных атомов, входящих в состав биополи-
меров. Однако знак и величина амплитуды рассея-
ния нерегулярным образом зависят от заряда и мас-
сового числа ядра, а также от взаимной ориентации
спинов нейтрона и ядра. Используя эту зависимость,
физики развили несколько экспериментальных
подходов в малоугловом рассеянии нейтронов.
Каждый из этих подходов позволяет изменять кон-
траст в широких пределах, высвечивая по отдельнос-
ти РНК и белковый компоненты рибосомной части-
цы. Именно такая вариация контраста обеспечивает
возможность получения с помощью рассеяния ней-
тронов структурной информации, практически не-
доступной таким физическим методам, как ультра-
центрифугирование, электронная микроскопия и
рассеяние рентгеновских лучей.

Существенное различие между рассеивающими
свойствами атома водорода и атома дейтерия при-
водит к тому, что значение плотности амплитуд рас-
сеяния легкой воды мало и отрицательно (

 

−

 

0,56 

 

×
× 

 

10

 

−

 

12

 

 см), тогда как значение плотности амплитуд
рассеяния тяжелой воды велико и положительно
(+6,35 

 

⋅

 

 10

 

−

 

12

 

 см) [3]. Плотности амплитуд рассеяния
РНК и белкового компонентов рибосомы имеют
промежуточные значения. Поэтому, помещая рибо-
сомную частицу в разные H

 

2

 

O–D

 

2

 

O смеси, легко
достичь ситуации, когда один из компонентов ри-
босомы становится невидимым. Теоретические рас-
четы и эксперимент показывают, что рассеяние от
белкового компонента устраняется в 

 

∼

 

40% D

 

2

 

O, а
рассеяние от РНК-компонента – 

 

∼

 

70% D

 

2

 

O в сме-
сях H

 

2

 

O–D

 

2

 

O. Главное достоинство этого метода за-
ключается в простоте и возможности менять не
только рассеивающие свойства растворителя, но и

    

Целая рибосомная частица

70S

30S 50SДве неравные
субчастицы

РНК
16S

РНК
23S

Несколько типов РНК
и много белков

РНК
5S

Разворачивание

Белки S1-S21 Белки L1-L34

Реконструкция

 

Рис. 1. 

 

Основные черты структурной организа-
ции рибосом, установленные с помощью ультра-
центрифугирования и электронной микроскопии
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рассеивающие свойства частицы. Последнее дости-
гается за счет выращивания биологической культу-
ры на дейтерированной среде. В процессе такого
выращивания атомы дейтерия встраиваются в био-
макромолекулу, и в дальнейшем часть из них (около
3/4) неспособна к обмену на атомы водорода. Таким
образом, контраст в этом методе может меняться
либо за счет изменения рассеивающих свойств са-
мой частицы (биосинтетическое дейтерирование),
либо за счет изменения рассеивающих свойств рас-
творителя (разные H

 

2

 

O–D

 

2

 

O смеси).

 

Рибосомные РНК располагаются преимуществен-
но в центре рибосомных частицы [4].

 

 Применение
метода вариации контраста с использованием раз-
ных H

 

2

 

O–D

 

2

 

O смесей показало, что РНК и белок не
распределены однородно в этой частице, а более
плотный с нейтронной точки зрения компонент
(рибосомная РНК) располагается преимуществен-
но в ее центре. Более того, количественная интер-
претация полученных значений радиусов инерции
РНК и белкового компонентов привела к выводу,
что рибосомная РНК в обеих субчастицах упакова-
на в компактное ядро, так что связывающиеся с ри-
босомной РНК рибосомные белки локализуются в
основном на периферии частицы (рис. 2).

 

Рибосомные белки в растворе имеют глобулярную
конформацию [5]. 

 

В начале 70-х годов появились две

точки зрения на конформацию рибосомных белков.

Согласно первой, основанной на данных иммуно-

электронной микроскопии, малоуглового рентге-

новского рассеяния и гидродинамики, рибосомные

белки не являются обычными глобулярными белка-

ми, а представляют собой сильно вытянутые части-

цы. Согласно другой точке зрения, развитой моими

коллегами в Институте белка РАН и основанной на

данных сканирующей микрокалориметрии, изме-

рений оптических и ЯМР-спектров, рибосомные

белки являются белками с большим количеством

вторичной структуры, хорошо развитой и коопера-

тивно плавящейся третичной структурой.

Решающие эксперименты по доказательству гло-
булярности рибосомных белков были получены с
помощью измерения радиусов инерции рибосомных
белков в D

 

2

 

O, где отношение сигнал/фон макси-
мально и надежные измерения могут быть прове-
дены в концентрации 1 мг/мл, при которой рибо-
сомные белки не агрегируют [5]. Эти измерения
показали, что нейтронные радиусы инерции рибо-
сомных белков в растворе относительно малы и ха-
рактерны для компактных, а не вытянутых или раз-
вернутых молекул. Они соответствовали радиусам
инерции обычных глобулярных белков (таких, как
лизоцим, миоглобин, гемоглобин) равного молеку-
лярного веса (рис. 3).

Недавние успехи в кристаллизации рибосомных
белков, анализ их структуры рентгеновской ди-
фракцией в кристалле и анализ структуры рибосом-
ных белков в растворе с помощью ЯМР полностью
подтвердили нейтронные данные, полученные поч-
ти 20 лет назад о структуре рибосомных белков [6].

 

Рибосомные РНК способны к самоорганизации [7].

 

Как было указано ранее, рибосомные компоненты
способны реконструироваться 

 

in vitro

 

 в функцио-
нально активную частицу. Такая реконструкция оз-
начает, что должно существовать узнавание каждой
молекулой своего места на рибосоме. В этой связи

    

30S 50S
РНК

Белки

 

Рис. 2. 

 

Схематическая демонстрация централь-
ного расположения РНК в рибосомных частицах.
РНК окрашена более темным цветом
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Рис. 3. 

 

Доказательство компактной (глобуляр-
ной) структуры ряда рибосомных белков в раство-
ре. Зависимость нейтронных размеров (радиусов
инерции) (в 

 

Å

 

) для некоторых рибосомных белков
(обведены кружочками) от их молекулярной мас-
сы (в кДа) в двойном логарифмическом масштабе
аналогична таковым для обычных глобулярных
белков (лизоцим, миоглобин, гемоглобин) (обве-
дены квадратами). Исключением является рибо-
сомный белок большой субчастицы L7-L12, обра-
зующий в растворе палочкообразный димер. Вы-
сокая асимметрия этого белка приводит к тому,
что значение его радиуса инерции располагается
существенно выше прямой, имеющей наклон 1/3.
Для однородной частицы радиус инерции R

 

g

 

 зави-
сит от ее размеров и формы
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возникает вопрос о том, способны ли изолирован-
ные рибосомные РНК без рибосомных белков об-
разовывать трехмерный каркас, сравнимый по сво-
им размерам и форме с таковым в составе
рибосомных субчастиц, или для этого требуется оп-
ределенный набор рибосомных белков. Для реше-
ния этой проблемы нейтронные кривые рассеяния
для 30S и 50S рибосомных частиц в растворителе,
где вклад в рассеяние вносят только рибосомные
РНК (

 

∼

 

40% D

 

2

 

O в смеси H

 

2

 

O–D

 

2

 

O), были выбраны
как стандартные кривые, описывающие трехмер-
ный каркас рибосомных РНК. Эти кривые рассея-
ния сравнивали последовательно с кривыми рассе-
яния от соответствующих рибосомных РНК (16S и
23S РНК) в изолированном состоянии и в комплек-
се с рибосомными белками. Очевидно, что если при
определенном наборе рибосомных белков в ком-
плексе кривая рассеяния от РНК в составе субчас-
тицы совпадает с кривой рассеяния от РНК в соста-
ве комплекса, то это будет означать, что набор
белков в комплексе достаточен для образования та-
кого трехмерного каркаса. Не исключалась и воз-
можность того, что сами рибосомные РНК и вовсе
без рибосомных белков способны приобретать и со-
хранять в растворе структуру, неотличимую по ком-
пактности от ее структуры в составе рибосомных
субчастиц. Главный итог такого нейтронного иссле-
дования (рис. 4) состоял в том, что общее специфи-
ческое сворачивание рибосомных РНК в условиях
реконструкции определяется ее собственными внут-

римолекулярными взаимодействиями, однако до-
полнительное сворачивание (около 1/4 ее линейных
размеров) обеспечивается рибосомными белками.
Было установлено, что определенный набор рибо-
сомных белков (6 для 16S РНК и 9 для 23S РНК)
необходим и достаточен для того, чтобы рибосом-
ные РНК принимали конформацию, по компакт-
ности неотличимую от таковой в составе рибосом-
ных частиц.

 

В процессе биосинтеза белка рибосома осциллиру-
ет между двумя конформациями, отличающимися гео-
метрическими размерами [8].

 

 Одним из ключевых
вопросов структурной рибосомологии является во-
прос о том, как изменяется сама рибосомная частица
в процессе биосинтеза белка. Ответ на этот вопрос
получить очень трудно, так как функционирующая
рибосома слишком сложна для прямого изучения
физическими методами и в настоящее время нет
физических подходов для изучения рибосомного
цикла в масштабе реального времени.

В качестве первого шага такого исследования
простая вариация контраста в нейтронном рассея-
нии была применена для изучения различия в ком-
пактности рибосомы в двух функциональных со-
стояниях. Обнаружено, что величины нейтронных
радиусов инерции рибосомы в двух состояниях раз-
личны. Отсюда сделан вывод о том, что транслока-
ция делает рибосому менее компактной. Сразу же
возник вопрос о том, является ли такое измене-
ние компактности рибосомы следствием смещения
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 Нейтронные эксперименты, доказывающие, что общее специфическое сворачивание рибосомной 16S
РНК в условиях реконструкции определяется ее собственными внутримолекулярными взаимодействиями, а до-
полнительное сворачивание (около 1/4 ее линейных размеров) обеспечивается рибосомными белками. Зависи-
мость интенсивности рассеяния нейтронов от произведения радиуса инерции R

 

g

 

 на модуль вектора рассеяния 

 

Q

 

(

 

Q

 

 = (4

 

π

 

/

 

λ

 

)sin

 

θ

 

, где 

 

λ

 

 – длина волны нейтрона, а 

 

θ

 

 – половина угла рассеяния) в двойном логарифмическом мас-
штабе наглядно показывает, что по мере добавления рибосомных белков к рибосомной 16S РНК кривые рассея-
ния от комплексов 16S РНК с белками (точки) приближаются к кривой рассеяния для 30S субчастицы в 40% D

 

2

 

O
(сплошная линия), то есть к кривой рассеяния для 16S РНК в составе 30S субчастицы: 

 

а

 

 – изолированная 16S РНК
в буфере для реконструкции, 

 

б

 

 – комплекс 16S РНК с одним белком (S4), 

 

в

 

 – комплекс 16S РНК с четырьмя белка-
ми (S4, S7, S8 и S15), 

 

г

 

 – комплекс 16S РНК с шестью белками (S4, S7, S8, S15, S16 и S17)



 

ëÖêÑûä à.ç. 

 

àëëãÖÑéÇÄçàÖ ëíêìäíìêõ êàÅéëéåõ åÖíéÑéå êÄëëÖüçàü çÖâíêéçéÇ

 

17

  

одной субъединицы относительно другой, или это
изменение затрагивает только одну из субъединиц,
и если да, то какую. Получить ответ на этот вопрос,
исследуя нативную (протонированную) 70S рибо-
сомную частицу в разных H

 

2

 

O–D

 

2

 

O смесях, невоз-
можно, поскольку 30S и 50S субчастицы при таком
подходе неотличимы друг от друга с нейтронной
точки зрения. Для решения этого вопроса 

 

E. coli

 

 бы-
ла выращена одновременно на протонированной и
дейтерированной среде, и четыре типа 70S гибрид-
ных изотопных частиц были получены комбинаци-
ей из протонированных и дейтерированных рибо-
сомных компонентов (рис. 5). Исследование таких
частиц в двух функциональных состояниях позво-
лило прийти к двум выводам. Во-первых, компакт-
ность малой, а не большой субчастицы изменяется
при транслокации. Во-вторых, расстояние между
субъединицами также меняется. На основании этих
нейтронных данных была постулирована следую-
щая модель рибосомы как динамической машины.

Рибосома осциллирует между двумя конформера-
ми, отличающимися по геометрическим размерам.
Активной (пульсирующей) частью рибосомы яв-
ляется 30S субчастица. Было предположено, что
движение ее головки относительно пассивной 50S
субчастицы и есть главный механический акт
транслокации [8].

 

Некоторые перспективы. 

 

Из изложенного ясно,
что, несмотря на все успехи малоуглового рассея-
ния нейтронов в изучении рибосомы, определение
ее структуры с достаточно высоким пространствен-
ным разрешением далеко от решения. Это связано с
тем, что метод малоуглового рассеяния, будь то
нейтронов или рентгеновских лучей, по своей фи-
зической природе относится к методам низкого
разрешения: потеря фазы при усреднении по всем
ориентациям приводит к драматической потере ин-
формации.

Успехи в кристаллизации как рибосомы, так и
отдельных субчастиц породили у исследователей
надежду на быструю расшифровку ее структуры
стандартными методами белковой кристаллогра-
фии. Однако эти методы (например, изоморфное
замещение с помощью тяжелых атомов) фактически
неприменимы к рибосоме минимум по двум причи-
нам. Во-первых, рибосомные частицы имеют очень
большую молекулярную массу и, во-вторых, их хи-
мический состав очень сложен. Поэтому использо-
вание стандартного подхода к описанию кривизны
рибосомных частиц для обнаружения функции мо-
лекулярной упаковки и фазирования малоугловых
рефлексов ведет к большим погрешностям из-за то-
го, что рибосома является типичной двухфазной си-
стемой с существенно разными электронными плот-
ностями РНК и белкового компонентов. Отсюда
следует, что одним из необходимых условий реше-
ния фазовой проблемы является наличие надежных
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Рис. 5. 

 

Четыре типа рибосомных 70S гибридных
изотопных частиц, исследованных в двух функцио-
нальных состояниях. Клетки 

 

E. coli

 

 выращены па-
раллельно на обычной (протонированной) и дейте-
рированных средах. Разные типы 70S рибосомных
частиц получены комбинацией из протонирован-
ных и дейтерированных рибосомных компонен-
тов. В первом типе частиц вклад в рассеяние вно-
сят РНК и белковый компоненты обеих субчастиц,
во втором – РНК и белковый компоненты большой
субчастицы, в третьем – белковый компонент ма-
лой субчастицы. В четвертом типе частиц вклады
в рассеяние РНК и белкового компонентов в обеих
субчастицах одинаковы (однородная частица).
Цифры внутри каждой компоненты означают ее
рассеивающую амплитуду, выраженную в относи-
тельных величинах (в % D

 

2

 

O)

 

Рис. 6.

 

 Общая форма 50S рибосомной частицы
(красный цвет) и ее РНК (синий), полученная ме-
тодом сферических гармоник. Пространственное
разрешение около 40 

 

Å
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двухфазных моделей рибосомы соответствующего
пространственного разрешения.

В настоящее время разработан общий подход к
построению таких моделей, основанный на методе
сферических гармоник. Один из примеров такого
построения для 50S субчастицы рибосом с прост-
ранственным разрешением 35 

 

Å

 

 показан на рис. 6
[9]. Дальнейшее увеличение пространственного раз-
решения возможно только путем совместного ис-
пользования рентгеновской дифракции в кристалле
и малоуглового рассеяния в растворе. Возможность
получения двухфазной модели рибосомных частиц
позволяет использовать их для получения функции
упаковки в кристалле и фазирования рентгеновских
дифракционных данных. Для построения такой мо-
дели для 70S рибосомной частицы 

 

Th. thermophilus

 

 с
пространственным разрешением 

 

∼

 

20 

 

Å

 

 объединили
свои усилия ученые Института белка РАН (Пущи-
но), Института кристаллографии РАН (Москва),
Лаборатории нейтронной физики ОИЯИ (Дубна) и
Европейской лаборатории по молекулярной биоло-
гии (Гамбург).
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