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ساختار ریبوزوم و مکانیسم ترجمه
انتشار ساختارهای بلوری از 50S و 30S زیرواحد ریبوزومی و ریبوزوم 70S دست نخورده، درک ما از سنتز پروتئین را متحول نموده است. این بررسی، تلاشی برای مرتبط نمودن ساختارها با داده های بیوشیمیایی و ژنتیکی برای شناسایی شکاف ها و محدودیت ها در دانش فعلی ما از مکانیسم های درگیر در ترجمه است.
مقدمه
در ترجمه، ترتیب و توالی کدون ها در mRNA، سنتز یک زنجیره پلی پپتیدی را هدایت می کند. این فرایند در ریبوزوم رخ می دهد، و حرکت tRNA و mRNA از طریق ریبوزوم، یک فرایند پیچیده است که ترکیبی از سرعت بالا با دقت بالا است. (بازنگری شده در Green and Noller, 1997). ریبوزوم، یک ذره ریبو-نوکلئوپروتئین بزرگ، شامل دو زیر واحد در تمام نمونه ها می شود. در باکتری ها، این زیر واحدها، 30S و 50S تعیین شده هستند، و با هم ریبوزوم 70S را تشکیل می دهند. هر زیر واحد ریبو دارای سه محل اتصال برای tRNA ، تعیین شده A  (آمینو اسیل) است، که tRNA را آمینو اسیل ورودی می پذیرد. P (پپتیدیل)، که tRNA را با زنجیره پپتید در حال تولد نگه می دارد؛ و E (خروجی) که tRNA دی استیله شده را قبل از اینکه ریبوزوم را ترک کند، نگه می دارد. این زیر واحد 30S ، mRNA  و حلقه-ساقه آنتی کدون tRNA را متصل می کند و با نظارت بر جفت شدن باز بین کدون و آنتی کدون در فرآیند رمزگشایی به راحت و کاربر پسند بودن ترجمه کمک می کند. این زیر واحد 50S، بازوهای پذیرنده tRNA را می بندد و تشکیل پیوند پپتیدی بین اسید آمینه های دریافتی در A-سایت tRNA و زنجیره پپتید در حال تولد متصل به P-سایت tRNA را کاتالیز می کند. هر دو زیرواحد در انتقال درگیر هستند که در آن tRNAها و mRNA دقیقا از طریق ریبوزوم، یک کدون در یک زمان، حرکت می کنند. ترجمه نه تنها ریبوزوم، بلکه عوامل پروتئین های اضافی را درگیر می کند که بسیاری از آنها GTPases فعال ریبوزوم می باشند. مطالعه ریبوزوم نیز به دلایل پزشکی مهم است، چرا که هدف بسیاری از آنتی بیوتیک ها است.
طرح کلی از ترجمه حدود چهار دهه پیش انجام شد، اما ثابت شده است که درک دقیق مکانیکی ترجمه به چند دلیل دست نیافتنی است. از آنجا که ریبوزوم برای تجزیه و تحلیل ساختاری با وضوح بالا بیش از حد بزرگ تا همین اواخر در نظر گرفته شد، و ابزار های بیوشیمیایی و ژنتیکی به صورت پیچیده همانند حال حاضر در دسترس نبود، پیشرفت کیفی به سمت درک درست از این مکانیسم دشوار بود. در نتیجه، بعد از عصر طلایی در دهه 1960 و 9170، ترجمه، به دیگر مسائل در بیولوژی مولکولی بعد پیوست.
هرچند، در دهه اخیر، پیشرفت سریعی ناشی از همگرایی رویکردهای مختلف صورت گرفته است. ابزارهای ژنتیکی و بیوشیمیایی خبره به طور فزاینده برای ترجمه اعمال شده اند. روند پیش از حالت پایدار، تشریح مراحل را در مسیر ترجمه میسر نموده است (Pape et al., 1998; Rodnina et al., 1997). (بازنگری شده در Agrawal and Frank, 1999; van Heel, 2000). ظهور تکنیک های بازسازی ذرات، همراه با میکروسکوپ cryoelectron  (cryoEM) تصاویری را از ریبوزوم با افزایش جزئیات ارائه نمود. از آنجا که هیچ کریستالی مورد نیاز نیست و میزان مواد مورد نیاز در مقایسه با کریستالوگرافی کم است، این روش برای تعیین ساختار ریبوزوم در ترکیب با tRNA و mRNA مربوط به لیگاند و عوامل مختلف استفاده می شود (بازنگری شده در Agrawal و Frank, 1999; van Heeal,2000).
در نهایت، نزدیک به دو دهه پس از اولین گزارش از کریستالهای زیر واحد 50S (Yonath و همکاران، 1980)، پیشرفت های سریعی در بلورشناسی ریبوزوم صورت گرفت. این مورد نه تنها نیاز به کریستال های بهبود یافته از هر دو زیر واحد و کل ریبوزوم، بلکه نیاز به بر طرف شدن تعدادی از مشکلات کریستالوگرافی دارد (بررسی شده در Ramakrishnan and Moore, 2001). در نتیجه، ساختارهای اتمی هر دو زیرواحد و مدل مولکولی در 5.5 A از ریبوزوم 70S کلی اخیراً منتشر شده است. همراه با هم این ساختارهای کریستالی، میزان زیادی از اطلاعات را در مورد معماری کلی و جزئیات تعاملات پروتئین-RNA در هر زیرواحد و جزئیات تعامل ریبوزوم با لیگاندها مانند عوامل اولیه، mRNA و tRNA فراهم می کنند.
این بازنگری تلاش می کند تا داده های بیوشیمیایی اخیر و کلاسیک را در پرتوی ساختارها و در زمینه  مسیر ترجمه بازبینی نماید. همانطور که توسط ماهیت حفاظت شده قابل توجه نواحی حیاتی ریبوزوم و ساختار کلی tRNAها قضاوت شده است، بسیاری از فرآیندهای مرکزی مانند شناخت tRNA، تشکیل پیوند پپتید و تغییر موقعیت ممکن، احتمالاً در طول عمر باید یکسان باشند. هرچند، ترجمه یوکاریوتی، پیچیده تر است و فراتر از آن تحت تنظیمات است. در این بازنگری، ما به طور کلی روی ترجمه در باکتری ها تمرکز می کنیم که در آن بیشتر اطلاعات بیوشیمیایی از کار استفاده از E.coli می آید و ما از شماره گذاری E.coli برای باقیمانده ها استفاده می کنیم مگر اینکه بیان شده باشد.
ساختارهای کریستالی ریبوزوم
مشخص کردن ساختار های مختلف کریستال ریبوزومی که همراه با محدودیت های آن مشخص شده است، در ابتدا می تواند مفید باشد. اول از همه ساختار ریبوزوم با وضوح بالا که باید منتشر شود،  ساختار 2.4زیر واحد 50S  از آرکئن  Haloarcula marismortuii (Ban و همکاران، 2000) بود. این ساختار شامل بسیاری از زیر واحدهای 50S، از جمله تمام مرکز های مهم ترانسفراز پپتیدیل، اما در وضوح بالا، ویژگی های برجسته مانند ساقه L1، منطقه  L11-RNA، و ساقه L7/L12می شود که همه آنها از نظر عملکردی در عوامل اتصال و انتقال که مختل شده به نظر می رسند، مهم هستند. برخی از حلقه های بنیادی RNA که در ارتباط با زیر واحد 30S دخیل هستند نیز بی نظم می باشند. این زیر واحد 50S Haloarcula تنها ساختار تا به امروز با وضوح کافی برای دیدن مولکول های آب، یون های فلزی، و تغییرات پایه با هر درجه از یقین است. به احتمال زیاد آنها برای درک ما از تا شدن و پایداری RNA حیاتی هستند و می توانند نقش هایی حیاتی را بازی کنند.
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شکل 1. ساختارهای کریستال ریبوزوم
ساختار ریبوزوم 70S نشان داده شده توسط ساختار اتمی، 30S  و 50S زیر واحد (متن) تسهیل شد.
(A)  دو دیدگاه از ریبوزوم 70S  ترکیب شده با mRNA و tRNA (Yusupov و همکاران، 2001)، با نمایش "بالا" در سمت چپ و مشخصات 30S در سمت راست.
(B) دیدگاه انفجاری از 50S (سمت چپ) و 30S (سمت راست) زیر واحد در ریبوزوم 70S، نشان دادن مکان های A-، P-، و E-tRNA . این و اشکال مولکولی دیگر در این مقاله با استفاده از روبان (Carson ، 1991) و یا MOLSCRIPT (Kraulis، 1991) و RASTER3D (Merritt و Bacon ، 1997) ساخته شده است.
اخیراً، ساختار زیرواحد 50S در تفکیک 3.1A از یک باکتری مزوفیلیک Deinococcus radioduarans گزارش شده است (Harms et al., 2001). RNA در این 50S دارای تطابق بسیار مشابه با RNA گزارش شده اصلی برای Haloarcula 50S, است، اما این ساختار شامل نواحی می شود که در Haloarcula 50S مختل شده اند، مانند L1 stalk, the L11/ ناحیه RNA  و برخی از حلقه های بنیادی RNA که پل هایی را به زیرواحد 30S می زند.
دو ساختار مستقل از زیرواحد 30S از باکتری Thermus thermophilus، یکی در 3.3 A از یک گروه در موسسات Max Planck/Weizmann (Schluen zen et al., 2000)) و دیگری در 3.05 A از یک گروه در MRC (Wimberly et al., 2000) در آخر سال گزارش شد. تفاوت ها بین دو ساختار در جایی دیگر مورد بررسی قرار گرفته است (Ramakrishnan and Moore, 2001). به طور خلاصه، ساختار MRC نشاندهنده یک مدل اتمی کامل ضروری زیرواحد 30S است و تعدادی از تفاوت های چشمگیر در تفسیر 
RNA و اجزای پروتئین بین دو ساختار وجود دارد. هرچند، ساختارهای اخیر از گروه Max Planck/Weizmann (Pioletti et al., 2001) در توافق خوبی با ساختار MRC قرار دارند، به طور اورجینال منتشر شده اند.
ساختارهای زیرواحد، نشان دادن جزئیات آنتی بیوتیک های متصل به ریبوزوم را از داده های کریستال شناسی در مورد ترکیبات زیرواحد-آنتی بیوتیک ممکن می سازد (Broder sen et al., 2000; Carter et al., 2000; Pioletti et al., 2001; Schlu nzen et al., 2001). آنها مطالعه را با تفکیک بالا در مورد تعاملات لیگاندهای وظیفه ای و عوامل با زیرواحدهای 30S و 50S (ter et al., 2001; Nissen et al., 2000; Ogle et al., 2001;  Car Pioletti et al., 2001; Schmeing et al., 2002).
در هر چیز بدتر از حدود 3.5 A، به طور نرمال، ساخت یک مدل دقیق از ماکروومولکول de novo امکانپذیر نخواهد بود. هرچند، موجودیت ساختارهای اتمی در زیرواحدها، ساخت یک مدل را برای RNA و ستون فقرات پروتئین در ریبوزوم Thermus thermophilus 70S در تفکیک 5.5A تسهیل نمود (Yusupov et al., 2001) (شکل 1). بسیاری از بخش های زیرواحد 50S که در ساختار 50S Haloarcula در ریبوزوم 70S مرتبه بندی شده است، مختل شد. علاوه بر این، ساختار 70S، یک ترکیب با mRNA و tRNA است، بنابراین تعاملات با این لیگاندها و تعاملات زیرواحدها با عبارات مولکولی تفسیر شده است. ساختار 70S منتشر شده، یک ترکیب از دو ساختار است. اولی، یک ساختار 5.5A از 70S با mRNA و tRNA در محل های P و E است. دومی، یک ساختار با تفکیک 6.5 A است که با اضافه نمودن RNA محل A به کریستال های کار شده از ریبوزوم 70S با tRNAهای محل E و p به دست می آید. این منجر به افت غیرایزومورفیسم و افت های بعد از انکسار در زمان مقایسه با ساختار اصلی شد، اما دارای این مزیت است که جهت گیری های نسبی سه tRNA را می تواند در زمینه ریبوزوم تعیین نمود. ساختارهای ریبوزوم 70S در حضور tRNA، اما با یا بدون mRNA نیز تعیین شده است (Yusupova و همکاران، 2001). این کار، تجسم بخش های نظم یافته ضعیف از mRNA را از نگاشت های تفاضلی فوریه میسر می سازد به طوری که مسیر گسترده mRNA در ریبوزوم می تواند دیده شود.
راه اندازی
راه اندازی در باکتری شامل تعامل زیرواحد 30S با دنباله Shine-Dalgamo روی mRNA می شود که مکمل انتهای 3’ در 16S RNA است. این فرایند شامل سه عامل اره اندازی نیز می شود 1F1,1F2,1F3 (بازنگری شده در Gualerzi and Pon, 1990). 1F3 برای اتصال قوی به زیرواحد 30S و جلوگیری از ارتباط آن با زیرواحد 50S شناخته شده است. همچنین به انتخاب راه انداز tRNA  (fMet-tRNA fMet ) با ناپایداری نمودن اتصال دیگر tRNAها در محل P از ریبوزوم کمک می کند (Hartz et al., 1990). در یک تابع مرتبط ممکن، IF3 با tRAN دی استیله از زیرواحد 30S در آخرین گام از خاتمه ارتباطی ندارد، قبل از انیکه در راند جدید سنتز پروتئین بازیافت شود (Karimi و همکاران، 1999). IF2 یک GTPase است که ترجیحاً به fmet-tRNA fmet متصل می شود و پیوستگی آن برای ریبوزوم بوسیله IF1 افزایش می یابد (Zucker and Hershey, 1986). به طرز شگفت آوری، داده های جنبشی اخیر نشان می دهد که فعالیت GTPase از IF2 برای جایگذاری مناسب tRNA راه انداز در محل P و برای آزادسازی IF2 نیاز نمی شود (Tomsic و همکاران 2000). ساختارهای IF1 باکتریایی (Sette و همکاران 1997)، IF3 (Biou et al., 1995; Garcia et al., 1995a, 1995b) و یک آرکئی باکتریایی (Roll-Mecak et al., 2000) حل می شوند (Figure 2a)
ساختاری کریستالی ترکیب 30S-IF1 نشان می دهد که IF1 به محل A برای زیرواحد ریبوزومی 30S سازگار با داده های بیوشیمیایی قبلی متصل می شود (Carter و همکاران 2001). در انجام این کار، اتصال tRNA در محل A جلوگیری می کند، اما همچنین یک تغییر تطابقی را القا می کند که می تواند نشان دهنده حالت گذرا در تعادل بین ارتباط و عدم ارتباط باشد. موقعیت IF3 متناقض است. چگالی تفاضلی توزیع شده به IF3 در یک مطالعه cryoEM  در سمت واسطه پلت فرم و گردنه 30S واقع شد (McCutcheonو همکاران 1999). تمام چگالی تفاضلی و موقعیت مفروض حوزه ترمینال C (اما نه ترمینال N) با نتایج به دست آمده اخیر از داده های رادیکال هیدروکسیل تقسیمی سازگار هستند (Dallas and Noller, 2001). این موقعیت، یک توضیح مستقیم را برای نقش IF3 در جلوگیری از ارتباط زیرواحد فراهم می کند، زیرا سمت واسطه پلت فرم در تماس های در تماس های گسترده با زیرواحد 50S درگیر می شود. هرچند، نگاشت های تفاضلی فوریه از بلورشناسی اشعه   در کریستال های زیرواحد 30S خیسانده شده با حوزه ترمینال C از IF3 نشان داد که این حوزه در سمت مخالف پلت فرم، دور از واسطه قرار دارد (Pioletti et al., 2001). این مورد دلالت بر این دارد که اثر آن روی ارتباط زیرواحد، غیرمستقیم، سازگار با برخی داده های اخیر بیوشیمیایی است (Petrelli و همکاران 2001). نتیجه بلورشناسی مشخص نیست زیرا محل اتصال IF3 نشان داده شده توسط cryoEM و ردپا با تماس های بسته بندی شبکه ای در این شکل بلور مسدود شده است، به طور یکه موقیت تعیین شده از نظر بلور شناسی می تواند یک محل اتصال غیرمشخص باشد. بلوری شدن همزمان یک ترکیب از IF3 با زیرواحد 30S باید برای حل و فصل این سوال بدون ابهام انجام شود. هیچ موقعیت مستقیمی از IF2 تعیین نشده است، اما چون اتصال امینواسیل از tRNA راه انداز در محل P و تعامل با IF1 شناخته شده است، یک مدل می تواند پیشنهاد شود که در آن روی IF1 در محل A وصل می شود (Rollmecak و همکاران. 2000). به علاوه، حوزه GTPase در مجاورت عامل اتصال محل 50S زیررواحد اتصال پیدا می کند که در آن حوزه های متناظر از عوامل طویل شدن G و Tu (EF-G و EF-Tu) متصل می شوند، زیرا ردپای برحی از باقیمانده های یکسان در 23S RNA شناخته شده است (La Teana و همکاران 2001).
زمانی که ترکیب داده های بیوشیمیایی و ساختاری کنونی صورت می گیرد، یک دیدگاه پدیدار می شود که در آن IF1 در محل A متصل می شود، IF2 روی محل A متصل می شود، محل P توسط راه اندازه tRAN اشغال می شود و IF3 محل E را اشغال می کند (شکل 2b). بنابراین تمام محل های tRAN در مجموعه راه اندازی، با فرض تنظیم تطابق درست 30S برای راه اندازی سنتز پروتئین اشغال می شوند. هرچند، این مورد تعدادی از سوالات را مطرح می کند. چرا تمام محل های اتصال tRNA باید اشغال شوند؟ چگونه IF3 ترجیحاً tRNAهای طویل کننده را ناپایدار می کند؟ اگر فعالیت GTPase از IF2 برای اتصال tRAN محل P یا برای آزادسازی IF2 نیاز شود (Tomsic و همکاران)، نقش آن چیست؟ چه زمانی که زیرواحد 50S با مجموعه راه اندازی مرتبط می شود؟ در نهایت، برخلاف کارهای انجام شده در طول این سال ها، نظمی که در آن عوامل متصل می شوند و در محیط آزمایشگاهی آزادسازی می شوند و آنچه آنها باید با تطبیق ریبوزوم انجام دهند، به طور قطع مشخص نشده است.
مروری کلی بر چرخه طویل شدن
انتهای فرآیند راه اندازی، یک راه انداز tRNA آمینو اسیلاته شده را در محل P ریبوزوم و یک محل خالی A را بر جای می گذارد که برای آغاز شدن چرخه طویل شدن  به کارگیری می شود.
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شکل 2. ساختار و تعامل از شروع عوامل با زیر واحد 30S ساختار IF1  (Sette و همکاران 1997،)، IF2 (رول Mecak و همکاران، 2000،)، و IF3 (Biou  و همکاران، 1995) همراه با مکان خود را در نشان داده شده است زیر واحد 30S.  ساختار بلوری پیچیده 30S-IF1 (کارتر و همکاران، 2001) است که با جهت گیری تقریبی IF3 به دست آمده از نشان داده شده است داده ها رخ هیدروکسیل رادیکال (دالاس و Noller، 2001)، در حالی که تعامل از IF2 ها نشان داد. محل P- (آغازگر) tRNA (قرمز) و mRNA ژن (زرد) مشتق شده از ساختار 70S در شکل 1 می باشد.

یک طرح کلی چرخه طویل شدن در شکل 3 نشان داده شده است. به طور خلاصه، آمینو استیله شده  tRNA به محل A به صورت یک مجموعه سه تایی با EF-tu و GTP آورده می شود. فعل و انفعالات آنتی کدون-کدون منجر به تغییرات تطبیقی ​​در ریبوزوم می شود که به اتصال tRNA و تحریک هیدرولیز GTP توسط EF-Tu ثبات می بخشد. این منجر به انتشار انتهای آمینو اسیل از A-محل tRNA توسطEF-Tuمی شود؛ سپس tRNA به محل ترانسفراز پپتیدیل از زیر واحد 50S در یک فرآیند به نام اقامت، نوسان می کند. تشکیل پیوند پپتید، که شامل دی استیله شدن tRAN محل P و انتقال زنجیره پپتید به tRAN محل A می شود، لزوماً خود به خودی است. بعد از ترانسفراز پپتیدیل، ریبوزوم دارای یک tRNA دی استیله شده در محل P و tRNA پپتیدیل در محل A است. جابجایی tRNAها و mRNA با EF-G تسهیل می شود که یک GTPase است. نتیجه یک ریبوزوم آماده برای راند بعدی طویل شدن با tRNA دی استیله شده در محل E، tRNA پپتیدیل در محل P و یک محل A خالی است که برای دریافت ترکیب سومی بعدی هم جنس، آماده است.
کدگشایی
جفت شدن باز بین کدون در mRNA و آنتی کدون در tRNA، پایه نهایی برای انتخاب tRNA صحیح برای مشارکت در اضافه شدن یک آمینو اسید جدید به زنجیره پلی پپتید در حال رشد است. هرچند، تفاوت انرژی در جفت شدن باز tRNA هم جنس، که دارای تطبیق کامل با کدون و tRNA نزدیک به هم جنس است، که به طور کلی تنها دارای یک عدم تطابق تک است، برای در نظر گرفتن دقت انتخاب بسیار کم است که دارای نرخ خطای ... است. به طور مثال، انرژی آزاد برای تشکیل یک جفت باز GU غیرمرکزی در اولین موقعیت باید بسیار شبیه به جفت AU باشد، هرچند ریبوزوم قادر به تمایز قائل شدن دقیق بین این دو مورد است. علاوه بر این، از جفت شدن باز به تنهایی، تعامل بین کدون UUU فنیلالانین و آنتی کدون GAA از tRNA باید واقعاً از جفت شدن ناصحیح بین کدون سرین UGC و آنتی کدون GCG برای tRNA کمتر پایدار باشد، زیرا جفت های قوی تر GC در مورد آخر باید بیشتر برای جفت غیرکانونی GU در اولین موقعیت جبران شود. هنوز ریبوزوم به شدت، یک tRNA صحیح را به یک tRNA غیر صحیح ترجیح می دهد.
باز و مبنای انتخاب ریبوزوم چیست؟ پیشنهاد شده است که ریبوزوم دارای یک محل کدگشایی است که هندسه جفت باز آنتی کدون-کدون را می شناسد و  در برابر عدم تطبیقات مشخص می شود، بیشتر به گونه ای که آنزیم در مقابل یک زیرلایه مشخص می شود که تقریباً صحیح است (Davise et al, 1964; Potapov, 1982). در یک دیدگاه ثانویه که اغلب تصحیح جنبشی نامیده می شود، این دقت از تقسیم مرحله انتخاب به انتخاب اولیه و مرحله تصحیح می آید (Hopfield, 1974; Ninio, 1975), که توسط یک مرحله غیرقابل عکس شدن جداسازی می شوند، مانند هیدرولیز GTP توسط EF-TU. در این طرح، tRNA دارای دو شانس برای قطع ارتباط (فلش های قرمز در شکل 3) در زمان انتخاب اولیه و بعد از هیدرولیز است. اما چون غلظت سلولی trNA آمینو اسیل آزاد کم است، tRNA تنها می تواند در آغاز دنباله، به عنوان بخشی از ترکیب سه گانه وارد ریبوزوم شود و باید از طریق دنباله کلی برای پیش بینی ترانسفراز پپتیدیل، متصل باقی بماند.
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شکل 3 مروری کلی بر مسیر طویل شدن
برای سادگی، تمام مراحل مشخص شده در آزمایشات جنبشی نشان داده شده اند.
به لحاظ نظری، این فرآیند منجر به این انتخاب می شود که محصول انتخاب در هر مرحله است. اما در عمل، نرخ نسبی واکنش مستقیم و نرخ عدم ارتباط tRNA در هر مرحله تعیین می کند که چقدر انتخاب می تواند استفاده شود. هرچند شناخت اولیه و  تصحیح جنبشی اغلب به عنوان دو امکان متمایز تصور می شوند، کارهای اخیر (زیر را ببینید) نشان می دهد که آنها تقریباً به طور مشخص کار هماهنگی هستند. احتمالش کم است که تمایز انرژی ذاتی در جفت شدن باز به تنها بتواند برای دقت سنتز پروتئین حتی با تصحیح جنبشی در نظر گرفته شود.
آزمایشات جنبشی پیش از حالت پایدار، فرآیند انتخاب را تشریح نموده  اند (Pape et al 1999). یک نتیجه چشمگیر از این مطالعات اینست که علاوه بر داشتن نرخ های عدم ارتباط کمتر، tRNA هم جنس دارای نرخ های ارسال سریع تر برای فعالسازی GTPase و تطبیق نسبت به tRNA نزدیک به هم جنس است (فلش های سبز در شکل 3). بر اساس این نتیجه، پیشنهاد شد که tRNA هم جنس، یک تغییر تطبیقی را در ریبوزوم القا می کند. یک تغییر القایی تطبیقی نیز، ویژگی سه مدل محل است (Nierhaus, 1990). در این مدل، پیوستگی های tRNAهای محل E و A به طور متقابل جفت می شوند. در حضور tRNA محل E، تنها ترکیب سه گانه هم جنس دارای پیوستگی کافی برای محل A برای القای یک تغییر تطبیقی در ریبوزوم روی پیوند است که منجر به آزادسازی tRNA محل E می شود.
سه باز حفظ شده کلی 16S RNA—G530، A1492 و A1493، توسط tRNA محل A ردیابی می شوند (Moazed and Noller, 1986) و برای دوام در E.Coli نیاز می شوند. (Powers and Noller, 1994 Yoshizawa et al.,). A1492 و A1493 در یک حلقه داخلی برای مارپیچ 44 در 16S RNa قرار می گیرد که محل اتصال برای آمینو گلیکوسیدها مانند پارومومیسین است که سبب سطوح افزایش یافته از ترکیب آمینواسیدها از tRNA نزدیک به هم جنس می شود. آزمایشات بیوشیمیایی نیز نشاندهنده یک تعامل مستقیم از N1 در این آدنین ها با 2’ OH برای mRNA است (Yoshizawa et al., 1999)، اما همانطور که در زیر نشان داده شده است، این توسط داده های ساختاری اخیر متحمل شده است. یک ساختار NMR از یک تکه RNA از یک مارپیچ 44 با پارومومسین نشان داد که آنتی بیوتیک یک تطابق ریبوزوم را القا می کند که از شکل مرزی tRNA تقلید می کند (Fourmy et al., 1996)، در حالیکه آزمایشات جنبشی نشان داد که پارومومسین، پیوستگی و نرخ فعالیت GTPase را برای tRNA نزدیک به هم جنش افزایش می دهد (Pape و همکاران، 2000)، هرچند، تا همین اواخر، اساس ساختاری برای شناخت tRNA هم جنس توسط ریبوزوم، نامشخص بود.
در ساختار کریستالی 30S در ترکیب با آنتی بیوتیک ها (Carter و همکاران 2000)، پارامومسین، به حلقه داخلی مارپیچ 44 تقریباً در توافق با ساختار اولیه NMR اتصال یافت (Fourmy و همکاران، 1996). هرچند، به جای جابجایی میانه در شیار آینه همانند ساختار NMR، A1492 و A1493 به طور کامل خارج از مارپیچ بودند به طوری که آنها در موقعیت تعامل مستقیم با شیار کمینه مارپیچ کدون-آنتی کدن در محل A قرار گرفتند. پیشنهاد شد که اتصال tRNA هم جنس، یک فلپ مشابه را در این پایه های القا می کند که هیدروژن را با دو رشته از شیار کمینه مارپیچ کدون-آنتی کدون به روشی پیوند می دهد که حساس به جفت شدن باز Wtson-Crick خواهد بود. چنین تعاملات سه گانه ای از آدنین های ذخیره شده در شیارهای کمینه برای مارپیچ های مجاوز، در هر جایی در ساختار 16S RNA دیده می شود. این ایده ها در ساختار اخیر زیرواحد 30S در ترکیب با الیگونوکولئوتید برای mRNA و حلقه بنیادی آنتی کدون از tRNA هم جنس آزمایش شده است. (Ogle و همکاران 2001). این ساختار نشان می دهد که پیوند tRNA هم جنس، یک تغییر تطابقی را در A1492 و A1493 القا می کند، اما به طور غیرقابل انتظار، سبب یک فلیپ G530 از یک سین به یک غیرتطبیقی می شود. (شکل 4). نتیجه اینست که A1493 با شیار کمینه در اولین جفت پایه کدون-آنتی کدون برای تشکیل مایه اصلی کمی نوع I A یافت شده در هر جایی دیگر در تعاملات سه گانه در ساختارهای RNA بزرگ تعامل دارد. (Doherty et al., 2001، Nissen et al., 2001). A1492 و G530 به شدت در دومین جفت باز از مارپیچ کدون-آنتی کدون بسته بندی شده اند. برخلاف دو جفت اول، جفت باز سوم بین کدون و آنتی کدون تقریباً توسط ریبوزوم نظارت نمی شود. فساد کد ژنتیک در موقعیت سوم در اصل منجر به فرضیه تکان خوردن شد که همان tRNA می تواند کدون هایی را بشناسید که در موقعیت سوم با جفت باز سوم که اغلب شامل جفت های باز معین غیرکانونی است تفاوت دارند مانند Nissen et al., 2001 (Crick, 1966). سازگار با این مورد، این ساختار نشان می دهد که ریبوزوم، بر جفت باز در دو موقعیت اول نظارت می کند اما قادر به تحمل جفت های باز غیرکانونی مانند یک جفت باز GU است که ریبوزوم نقشی اصلی را در انتخاب tRNA توسط شناخت مستقیم هندسه جفت شدن باز کدون-آنتی کدون ایفا می کند.
نقش EF-Tu

هرچند این کار حیاتی است، شناخت ساختاری جفت شدن باز کدون-آنتی کدون تنها به جنبه فرایند کدگشایی می پردازد. در ترجمه، انتخاب tRNA با اتصال ترکیب سه گانه EF-Tu آغاز می شود که tRNA را به محل کدگشایی در زاویه ای بسیار متفاوت نشان می دهد (Nissen et al., 2001)، همانطور که در شکل 7B دیده می شود. داده های زیرنویس نشان می دهند که همین سه پایه توسط tRNA محل A، صرفه نظر از اینکه آیا ترکیب سه گانه یا tRNA به تنهایی محدود است، جایگذاری می شوند (Powers و Noller 1994). این نشان می دهد که انتخاب اولیه شامل همان مد شناخت توسط این پایه ها می شود، اما آنها باید در چرخاندن با آنتی کدون tRNA توانمند باشند، زمانی که به محل ترانسفراز پپتیدیل بعد از آزادسازی توسط EF-Tu می چرخد. بررسی این ساختار نشان می دهد که چنین تغییری در جهت گیری پایه ها ممکن است، اما یک ساختار با تفکیک بالا برای ترکیب سه گانه EF-Tu محدود به ریبوزوم 70S برای حل و فصل این مسئله نیاز می شود. دومین و سوال مشکل تر اینست که چگونه شناخت کدون-آنتی کدون، هیدرولیز GTP را توسط EF-Tu تحریک می کند. این مرحله نیاز به انتقال یک سیگنال از محل کدگشایی در زیرواحد 30S دارد که در آن تعاملات کدون- آنتی کدون برای زیرواحد50S شناخته می شوند که در آن حوزه GTPase از EF-Tu متصل می شود.چنین سیگنالی می تواند نه تنها از طریق ریبوزوم بلکه از طریق خود tRNA انتقال یابد، زیرا tRNA سالم برای این فرآیند نیاز می شود (Piepenburg و همکاران 2000). ماهیت انتقال سیگنال، و اینکه دقیقاً چگونه این منجر به فعالسازی هیدرولیز GTP می شود، هر دو، سوالی سخت بوده اند. در حضور کیرومیسین، EF-Tu قادر به هیدرولیز GTP است اما tRNA را آزاد می کند یا از ریبوزوم جدا می شود. در حضور آئورودوکس (مرتبط با کیرومیسین) و GDP، ساختار EF-Tu مشابه با ترکیب آن با GTP است، به جای GDP، که نشاندهنده اینست که کیرومومسین احتمالاً از تغییر تطبیقی در EF-Tu روی هیدرولیز GTP جلوگیری می کند (Vogeley et al., 2001). این نشان می دهد که ساختار ترکیب کیرومیسین-پروار شده از EF-Tu با ریبوزوم (Stark et al 1997) یک بعد از هیدرولیز GTP است اما قبل از جاسازی.
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شکل 4. شناخت تعاملات کدون-آنتی کدون توسط ریبوزوم
(A) کارتون سایت رمزگشایی از زیر واحد 30S، نشان از کدون A-محل (آبی رنگ) و tRNA آنتی کدون ساقه حلقه (طلا). پایگاه های انتقادی از 16S RNA  که به پیچیده tRNA از mRNA متصل به رنگ قرمز نشان داده شده است.حوزه های قرمز احتمالا یون منیزیم است.
(B) اطلاعات شناختن شیار کوچک در اول (I)، دوم (II)، و سوم (III) جفت باز بین کدون و آنتی کدون. ارقام با کسب اجازه از Ogle و همکاران تکثیر شده است. (2001).

در مدت جاسازی یا مرحله تصحیح، tRNA دارای شانس دومی برای قطع ارتباط است. تجزیه تحلیل ژنتیک نشان می دهد که مارپیچ 27 از 16S RNA می تواند، ریبوزوم را از یک حالت بسیار دقیق سوییچ نماید که پیوستگی را برای tRNA به یک حالت مجاز کاهش می دهد دارای پیوستگی بیشتری برای tRNA است (Lodmell and Dahlberg, 1997). تغییراتی که ترجیحاً یک یا دیگر اشکال را پایدار می کند، دارای تطابقات مجزا به نظر می رسد (Gabashvili و همکاران). هرچند، این ناحیه عمدتاً محافظت شده است، تغییرات مشابه در مارپیچ 27 در یک سیستم یوکاریوتی یک فنوتیپ ram را نشان نمی دهد بلکه دقت را افزایش می دهد (Velichutina et al, 2000).
یک واسطه گسترده در زیرواحد 30S بین حوزه های شانه و پلت فرم تشکیل می شود. تغییراتی که یک انتهای واسطه را ناپایدار می کنند، مانند تقابلات ram در S4 و S5، منجر به فنوتیپ مستعد در خطا می شوند، در حالیکه تقابلاتی که دیگر انتها را ناپایدار می کنند، مانند S12 یا در مارپیچ 27 (Lodmell and Dahlberg, 1997; Velichutina et al., 2000)، منجر به فنوتیپ با دقت بسیار بالا می شوند. در مقابل، به نظر می رسد انتي‌ بيوتيكي‌ بفرمول‌C21 H39 N7 o12، نرخ فنوتیپ خطای فزاینده را پایداری می کند. تمام اینها نشان می دهد که حرکت نسبی دو حوزه در مرحله جاسازی یا تصحیح درگیر می شود و اینکه طول عمر حالات مختلف و مانع فعالسازی در مدت فرآیند در دقت سهم دارد. هرچند، نه تنها ما نمی دانیم که ماهیت تغییرات ساختاری مرتبط چیست، بلکه حتی نمی دانیم که در چه جایی ram مفروض و حالات محدودکننده روی مسیر جنبشی قرار می گیرند. علاوه بر داده های ساختار با تفکیک بالا در مورد حالات مختلف، اندازه گیری انرژی جنبشی برای تقابلات مختلف در حضور و غیاب انتي‌ بيوتيكي‌ بفرمول‌C21 H39 N7 o12 و مرتبط نمودن آن با داده های ساختاری مهم خواهد بود.
ترانسفراز پپتیدیل
زمانی که انتهای آمینو اسیل از tRNA در محل A وارد مرکز ترانسفراز پپتیدیل می شود، تشکیل پیوند پپتید به سرعت و به طور لحظه ای رخ می دهد ((Pape et al., 1998). برای یک زمان طولانی، تصور می شود که اسیدهای نوکلئیک در کاتالیز نمودن توانمند نیستند، بنابراین این نکته که RNA ریبوزومی می تواند ترانسفراز پپتیدیل را کاتالیز نماید، به طور جدی برخلاف اشارات مخالف ان، اتخاذ نمی شود. این کار اکتشاف RNA کاتالیتیک را تغییر داد (Kruger et al., 1982; Zaug et al., 1983) و شواهد بیوشیمیایی برای نقش 23S RNA در ترانسفراز پپتیدیل شروع به تجمع نمود (بازنگری شده در Green and Noller, 1997). در قابل توجه ترین این آزمایشات، زیرواحدهای 50S از Thermus aquaticus با فنول بعد از پرداخت با پروتئین K در حضور SDS استخراج شد و بیشتر فعالیت ترانسفراز پپتیدیل آنها حتی بعد از از دست دادن بیش از 80% ترکیب پروتئین حفظ شد که به شدت یک نقش کاتالیزوری را برای RNA نشان می دهد (Noller et al., 1992). هرچند، حتی بعد از چنین پرداخت سختی، زیرواحدهای 50S برخی از پروتئین ها و تکه های پپتید را حفظ نمودند (Khaitovich et al., 1999)؛ در میان اینها، L2 و L3 قرار داشت، پروتئین هایی که قبلاً در میان پروتئین های مورد نیاز برای بازسازی فعالیت ترانسفراز پپتیدیل نشان داده شدند (Hampl و همکاران، 1981). حذف کامل پروتئین ها می تواند تنها تحت شرایط زیر انجام شود که RNA جدا شود و منجر به افت فعالیت ترانسفراز پپتیدیل می شود. بنابراین در این مطالعات بیوشیمیایی مختلف، یک نقش کاتالیزوری قطعی برای RNA نمی تواند ایجاد شود.
بنابراین، ساختارهای بلوری با تفکیک بالا از زیرواحد 50S و ترکیب آن با ممانعت کننده قوی ترانسفراز پپتیدیل به نام ممانعت کننده Yarus نشاندهنده یک پیشروی عمده بود (Ban et al., 2000; Nissen et al., 2000). در بسیاری ملاحظات، ممانعت کننده Yarus، C-C-dA- phosphoramide-puromycin، از یک حالت گذار آنالوگ تقلید می کند (Welch et al., 1995)، برنایان موقعیت آن، محل ترانسفراز پپتیدیل را تعریف می کند. یک نتیجه غیرمبهم فوری از این ساختار اینست که هیچ قسمت پروتئین قابل مشاهده در حدود 18A از این محل وجود ندارد. هماطور که برخی اوقات انتظار می ورد. ریبوزوم یک ریبوزوم است.
بر اساس این ترکیب با ممانعت کننده Yarus و آنالوگ زیرلایه محل A، تعداد سهام ممکن برای کاتالیز که دارای همتاهایی در آنزیم های پروتئین است پیشنهاد شد (Nissen et al., 2000)، انتقال پپتیدیل از نظری انرژی یک واکنش رو به پایین است و همانطور که برای مدت طولانی برای آنزیم ها نشان داده شده است، پیشنهاد شد که یک ارتقای کاتالیزوری مناسب برای ترانسفراز پپتیدیل می تواند تنها از جهت گیری دقیق زیرلایه ها بیاید (Nierhaus et al., 1980). در توافق با کار اولیه بیوشیمیایی (بازنگری شده Green and Noller 1997)، این ساختارها نشان می دهند که ریبوزوم دقیقاً انتهای CCA از tRANهای محل P و A را از طریق تعامل با حلقه های A و P عمدتاً حفظ شده به ترتیب برای 23S RNA (شکل 5a) موقعیت یابی می کند. منبع ثانویه از کاتالیز نشان داده شده توسط ترکیب ممانعت کننده Yarus، پایداری حالت گذار است. منبع سوم از ارتقای کاتالیزوری، برای درگیری مشارکت مستقیم دو باقیمانده A2451 and G2447 در کاتالیز نمودن باز-اسید پیشنهاد شد. در این ساختار، N3 از A2451 به صورت 3A دورتر یافت شد و هیدروژن متصل به آن، یکی از اکسیژن های فسفیرامید غیرپل برای ممانعت کننده Yarus است (شکل 5b). این مورد نیاز به این دارد که N3 از A2451 پروتون دار شود که منجر به این پیشنهاد می شود که می توان یک پروتون را از گروه آمینو برای amino acyl tRNA حذف نمود و آن را به گروه 2’ OH از tRAN پپتیدیل داد. پروتئین N3 از A2451 نیاز به pKa به طور غیرمعمول بالای پیشنهاد شده به صورت تسهیل شده توسط شبکه رله-شارژ دارد که G2447 را درگیر می کند. وابستگی pH از آزمیشات اصلاح سولفات دی متیل (DMS)، چنین pKa ارتقا یافته برای N3 را از A2451 پیشنهاد داد.
اخیراً تعدادی از آزمایشات در مورد نقش مستقیم برای این بازها در انتقال پپتیدیل سوال نموده است. وابستگی pH برای اصلاح DMS از A2451 که در بالا ذکر شده است تنها در زیرواحدهای E.Coli 50S در یک تطابق غیرفعال رخ می دهد (Bayfield et al., 2001). علاوه بر این، این اصلاح احتمالاً در N1 رخ می دهد نه موقعیت N3، و بنابراین تطابق آدنین را تحریک می کند نه حالت پروتون دار شدن در اتم N3 ان (Muth et al., 2001). دو گزارش نشان می دهد که ریبوزوم ها که در ان A2451 و G2447 به دیگر باقیمانده در تقابل هستند، در ترانسفراز پپتیدیل فعال هستند (Polacek et al., 2001; Thompson et al., 2001). هرچند، N3 از گوانین یا O2 از پیریمیدین ها می توانند نقشی مشابه مانند N3 یا A2451 را داشته باشند، بنابراین داده های متقابل نمی توانند به عنوان نتیجه در نظر گرفته شوند. داده های ساختاری برای دیدن این مورد بسیار مفید خواهند بود که آیا ویژگی های پیشنهاد شده که برای کاتالیز نمودن ضروری هستند واقعاً در تقابل های در هم گسیخته می شوند یا خیر.
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شکل 5. نقش ریبوزوم در پپتیدیل انتقال
(A) مرکز peptidyl ترانسفراز در ساختار زیر واحد 50S از Haloarcula marismortuii (Nissen از همکاران، 2000). حلقه P و یک حلقه از 23S RNA در قرمز و آبی نشان داده شده است. مختصات از مهار کننده Yarus (ولش و همکاران، 1995) با کسانی که از ترکیب شده است
بستر A-سایت برای نشان دادن CCA به ترتیب از P-و A-tRNA های سایت به رنگ قرمز و آبی،.
(B) اطلاعات از تعامل از پایگاه های کلیدی 23S RNA با مهار کننده Yarus ( به متن مراجعه کنید).
مرکز ترانسفراز پپتیدیل در ساختار D. radio durans 50S  بسیار شمابه با Haloarcula 50S است، اما تفاوت هایی در جهت گیری بازهای کلیدی، شامل A2451 وجود دارد که می تواند از نظر وظیفه ای چشمگیر باشد (Harms et al, 2001). از طرف دیگر، در تمام ساختارهای محصول/زیرلایه برای زیرواحد Haloarcula 50S به دست آمده تا به حال (Nissen et al., 2000, Schmeing et al 2002)، A2451 حیاتی در همان موقعیت است و این موقعیت سازگار با پیوند هیدروژن آن به زیرلایه ها از طریق N3 آن است. به علاوه، فعالیت ترانسفراز پپتیدیل را می توان در خود کریستال نشان داد (Schmeing et al., 2002). نهایتاً، تقابلات A2451 به فنوتیپ غالب-مهلک منجر می شود (Thompson و همکاران 2001)، بنابرای حتی اگر نقش دقیق آن به عنوان یک مورد قابل بحث باقی مانده باشد، برای ترجمه حیاتی است.
در حالیکه بحث در مورد جزئیات مکانیزم کاتالیزوری هنوز ادامه دارد، این مورد متحیرکننده است که به چه سرعت و چشمگیری، ساختاری زیرواحد 50S، مطالعه ترانسفراز پپتیدیل را تغییر داده است. به جای بحث در مورد سوالات گسترده مانند اینکه RNA یا پروتئین، کاتالیزور هستند و کدام بخش های ریبوزوم درگیر می شوند، مطالعه جدید شامل نوعی تجزیه تحلیل مکانیزمی می شود که برای آنزیم های کوچک مانند پروتئاز سرین اعمال می شود. هرچند، دیدن این مورد هشیارانه است که یک واسطه کووالانس در عمل لیسوزیم که امسال نشان داده شده است (Vocadlo et al., 2001), حدود 35 سال بعد از ساختار آنزیم تعیین شده است.
جابجاشدگی
بعد از ترانسفراز پپتیدیل، tRNA محل P دی استیله می شود و tRNA محل A دارای یک زنجیره پپتیدی می شود که دارای یک باقیمانده اضافی است. برای آماده سازی ریبوزوم برای یک راند جدید از طویل شدن زنجیره پپتید، tRNAها باید حرکت کنند: tRNA دی استیله شده باید از محل P به محل E حرکت کنند و نهایتاً از ریبوزوم بیرون بیایند، در حالیکه tRNA پپتیدیل باید از محل A به محل P حرکت نماید. علاوه بر این، این حرکت باید دقیق باشد و چارچوب خواندن روی mRA باید ذخیره شود.
مدل هایی برای جابجاشدگی
پیشنهاد شده بود که جابجاشدگی شامل یک حرکت نسبی از دو زیرواحد می شود و ممکن است در مراحل جداگانه نسبت به زیرواحدهای 50S و 30S رخ دهد (Bretcher,1968). این منجر به حالات هیبریدی از مولکول های tRNA می شود که در محل A از 30S و محل P از 50S محدود خواهد بود. این مدل دارای این مزیت است که تنها یک انتهای ترکیب tRNA-mRNA باید در هر مرحله حرکت کند، در حالیکه دیگر انتهای ثابت به عنوان یک لنگر باقی بماند. این مورد همچنین وجود کلی دو زیرواحد را در تمام نمونه ها استدلال می کند. چون این مقاله به طور کلی نظری بوده است، هیچ شواهدی برای این مورد وجود ندارد که آیا این حرکت ابتدا نسبت به زیرواحد 30S رخ داده است یا 50S. علاوه بر این، در زمانی که این مدل پیشنهاد شده بود، محل E کشف نشده بود. اخیراً یک حرکت نسبی بین زیرواحدهای توسط مقایسه اشکال آزاد و محدود یEF-G برای ریبوزوم استنباط شد. (Frank and Agrawal, 2000).
شواهد آزمایشگاهی برای ماهیت حرکت tRNA در مدت جابجاشدگی باید منتظر توسعه تکنیک های ردپاگذاری باز برای ریبوزوم باقی بماند که پیشتاز این مورد Noller و همکارانش هستند. در یک مقاله برجسته، ردپاهای مشخصه tRNA در هر محل برای دنبال نمودن حرکت tRNA از طریق چرخه طویل شدن استفاده شد (شکل 6) (Moazed and Noller, 1989). زمانی که پورومیسین (یک تقلید از آمینواسیل tRNA در محل A) به ریبوزوم ها با یک tRNA آمینو استیله در محل P اضافه می شود، جای پای tRNA روی 50S محو می شود و  با یک جای پای محل E جایگزین می شود، در حالیکه جای پا در زیرواحد 30S بدون تغییر باقی می ماند که نشان دهد tRNA در یک حالت هیبریدی P/E است. تا زمانی که tRNA محل A درگیر است، اولاً یک هیبرید A/T وجود دارد که نشاندهنده محدودیت ترکیب سه گانه به محل A به ریبوزوم است که در آن انتهای آمینواسیل از tRNA به EF-Tu متصل می شود. در آزادسازی توسط EF-Tu، بازوی پذیرنده tRNA به محل ترانسفراز پپتیدیل از 50S نوسان می کند که نتیجه آن، جای پای مشخصه tRNA در حالت غیرهیبریدی A/A است. هرچند، بعد از ترانسفراز پپتیدیل، tRNAها روی محل های P و A مورد نظر روی زیرواحد 30S اثر خود را می گذارد، اما بازوی پذیرنده آنها به محل های E و P روی زیرواحد 50S حرکت می کند که سازگار با حالت هیبرید A/P و P/E برای tRNA است.
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شکل 6.ترکیبی ایالات مدل برای جابجایی
(A) کارتون مدل ایالات ترکیبی از انتقال به عنوان معاضد و Noller (1989) ارائه شده، اما در حال حاضر از جمله یک سایت E در زیر واحد 30S.
(B) محل های  E، P و A-tRNA های در زیر واحد 50S از ساختار 70S  (Yusupov و همکاران، 2001)، نشان داده شده است به رنگ آبی، سبز و قرمز بود.
رد پای پایه از هر tRNA (Moazed و Noller، 1989) بر روی ساختار 70S نقشه برداری و نشان داده شده است به عنوان حوزه از رنگ مربوطه. دو حوزه های قرمز پایگاه های تحت تاثیر هر دو محل های A-و P-tRNAمی باشد.
به طرز جالبی، این حالت با پورومیسین واکنش نشان نمی دهد، حتی اگر محل A 50S با یک tRNA پپتیدیل در محل P 50S خالی شود. بعد از جابجاشدگی توسط EF-G، نتیجه، یک محل خالی A است و tRNA در محل های P و E است. حرکات نسبی tRNA با توجه به هر زیرواحد در این مدل می تواند شامل حرکت یک زیرواحد نسبت به دیگری باشد همانطور که در cryoEM دیده می شود.
یک مدل جایگزین [image: image8.emf] برای جابجاشدگی توسط Nierhaus و همکارانش پیشنهاد شده است (Spahn و Nierhaus 1998). با اندازه گیری حفاظت توسط ریبوزوم برای tRNAهای فسفردار در مقابل تقسیمات با واسطه ید، آنها به این نتیجه رسیدند که الگوی مشخصه حفاظت tRNAها در محل های A و P در مدت جابجاشدگی تغییر نمی کند (Dabrowski et al., 1998)، که نشان می دهد که تماس های ریبوزومی از tRNAها در محل های P و A در مدت جابجاشدگی تغییر نمی کند. این نشان می دهد که حوزه های قابل حرکت در ریبوزوم وجود دارد که tRNAها را از طریق ریبوزوم حمل و نقل می کند.
بازدید از این ایده ها در پرتوی ساختار کریستالی ریبوزوم 70S اطلاع دهنده است که دقیقاً، تماس های ریبوزومی از tRNAها را در محل های A، P و E تعریف می کند (Yusupov et al., 2001). یک مشاهده جالب اینست که محل E توسط tRNA درون زاد اشغال می شود که با ریبوزوم های استفاده شده برای بلوری سازی همزمان خالص سازی می شود که دلالت بر این دارد که از طریق رویه های گسترده خالص سازی، به طرز پایداری محدود به ریبوزوم باقی می ماند. جای پاهای کم باز که برای tRNA در محل E در زیرواحد 50S مشاهده می شود از تماس های مستقیم با آرنج آن یا انتهای CCA می آید.  دو ویژگی محل E در ساختار کریستالی نیز به عدم قطعیت های قبلی می پردازد. ابتداً دیگر هیچ شکی وجود ندارد که زیرواحد 30S دارای یک محل E باشد. وجود آن قبلاً زیر سوال رفته است زیرا دارای یک جای پای باز روی 16S RNA نیست، بلکه مشخص است که به این علت که تمام تماس ها با 30S با ستون فقرات 16S RNA یا با پروتئین های S7 و S11 رخ می دهند (Yusupov et al., 2001). ثانیاً به نظر می رسد، tRNA محل E در ریبوزوم به واسطه ساقه L1 در 50S و پروتئین S7 در زیرواحد 30S قفل شود. جهت گیری های مختلف ساقه L1 در مطالعات cryoEM دیده شده است (Agrawal et al 1999a). ساقه L1 دارای یک جهت گیری مختلف در ریبوزوم در مقایسه با زیرواحدهای 50S جدا شده است (Harms et al 2001)، که در آن tRNA محل E از جدا شدن بلوکه نمی شود که نشان می دهد که یک حرکت محوری در این ساقه ممکن است برای آزادسازی tRNA محل E نیاز شود. کار قبلی در E.Coli در مورد پایداری محل E tRNA متناقض بوده است، اما ساختار Thermus 70S از یک دیدگاه حمایت می کند که tRNA محل E به طور پایداری محدود می شود و نیاز به یک تغییر تطبیقی در ریبوزوم برای آزادسازی خود دارد، همانطور که در مدل سه محل allosteric نشان داده شده است (Nierhaus, 1990). این سوال که آیا تعامل کدون-آنتی کدون در محل E در صورت نیاز رخ می دهد، توسط این مدل هنوز پاسخ داده نشده است. در ساختاری کریستالی، تنها یک جفت باز ممکن تک بین کدون و آنتی کدون وجود دارد، اما tRNA محل E در کریستال احتمالاً ترکیبی از tRNAهای درونزاد است نه یک tRNA هم جنس تک.
جاي پاهاي tRNA محل A و P‌ روي زيرواحد 30S موافقت خوبي با جاي پاي باز و داده هاي ارتباطي متقابل دارد (pov et al., 2001Carter et al., 2000; Ogle et al., 2001; Yusu). در زيرواحد 50S، جاي پاهاي محل P‌ و A مشخصه داراي يک توزيع فضايي هستند که همپوشاني دارد اما مجزا نيست، به طوري که آن جاي پاها که از تماس مستقيم مانند يک حلقه A و P مي آيد بايد از جاي پاهايي متمايز شود که به طور ممکن نتيجه تغييرات تطابقي غيرمستقيم هستند. در حاليکه جاي پاهاي باز عمدتاً از انتهاي CCA در tRNA مي آيند، 50S نيز تماس ها را در سراسر بازوي پذيرنده و زانويي trNAهاي محل هاي A و P گسترده مي سازد (به خصوص مورد آخر). به طرز جالبي، آنها شامل حلقه هاي بنيادي از 23S RNA مي شوند که پل هايي را با زيرواحد 30S تشکيل مي دهد که بسياري از آنها در ساختار Haloarcula 50S مختل مي شوند که نشان مي دهد که آنها مي توانند در مدت جابجاشدگي حرکت نمايند. اين تماس ها، چون آنها شامل ستون فقرات 23S RNA و tRNA مي شوند، نمي توانند توسط اندازه گيري حفاظت باز تحريک شوند. تماس هاي گسترده براي ريبوسام با tRNA نيز از حفاظت tRNA فسفري شده در مقابل تقسيم  يدي به صورت بحث شده قبلي استنباط مي شوند (Dabrowski ocet al., 1998)، اما يک مقايسه نزديک نشاندهنده اختلاف با تماس ها در ساختار کريستالي است.
چگونه اين داده ها به مدل هاي مختلف براي جابجاشدگي مي پردازد؟ ابتدا، حفاظت هاي باز محل 50S به طور کامل با اين ساختار سازگار هستند. چون اين حفاظت ها همراه با حفاظت هاي محل P 30S بعد از واکنش پورومسين ديده مي شوند، اين شواهدي قوي براي يک حالت ترکيبي P/E است. به طور عجيبي، عناصر انتهاي 3’ و tRNA محل P  براي جابجاشدگي وابسته EF-G نياز مي شوند (Lill et al., 1989). اين عناصر اخيراً به عنوان گروه هاي 2’ OH در موقعيت هاي 71 و 76 تعريف مي شوند (Feinberg and Joseph, 2001). اين گروه ها تماسي با ريبوسام در محل P صورت نمي دهد، اما اگر tRNA به صورت يک ترکيب P/E حضور داشته باشند، آنها با 1892 و 2433-2434 در محل E 23S RNA تعامل خواهند داشت. بنابراين يک روش براي منطقي سازي نتيجه، با قياس منطقي است که يک حالت ترکيبي P/E براي تابع EF-F‌نياز مي شود. اين ممکن است به الزام آزادسازي پپتيد و مفهوم يک tRNA دي استيله در يک حالت P/E براي تابع RF3 مرتبط باشد. (زير را ببينيد). از نظر ساختاري، يک حالت ترکيبي P/E براي tRNA دي استيله در محل P تحت برخي شرايط بافر ديده شده است (Agrawal et al., 1999b)، بلکه اين حقيت است که  نمي توان هرگز شواهدي ديد که بتواند در مدت جابجاشدگي رخ دهد.
اين وضعيت با هيبريد A/P کمتر سرراست است. داده هاي حفاظت از باز که يک هيبريد A/P را قياس منطقي مي کند عمدتاً از انتهاي CCA در tRNA مي آيد (شکل 6B). بنابراين، آنها به اين سوال اساسي نمي پردازند که چگونه  و چه زماني تماس هاي گسترده ستون فقرات tRNA با ريبوسام شکسته مي شوند و همانطورکه از محل A به محل P‌مي آيد، دوباره شکل مي گيرند. زمانبندي حرکت در زيرواحد 50S نيز مشخص نيست. يک ساختار cryoEM نشان مي دهد که تنها يک جنبش مختصر در انتهاي CCA به سمت محل P از محل A فوراً بعد از ترانسفراز پپتيديل وجود دارد (Agrawal et al., 2000). مطالعات متقابل با انتهاي 3’ از tRNA محل P (Wower et al., 2000) نتيجه گرفت که حرکت به محل E فوراً از ترانسفراز پيروي نمي کند. نهايتاً، يک ساختار کريستالي اخير 50S نشان مي دهد که محصول بعد از ترانسفراز پپتيديل محدود به حلقه A باقي مي ماند (Schmeing et al., 2002). بنابراين، جابجاشدگي tRNAها در زيرواحد 50S ممکن است نياز به برخي مراحل اضافي بعد از ترانسفراز پپتيديل داشته باشد. در اين ارتباط، جالب است که ريبوسام، بعد از ترانسفراز پپتيديل، پورومسين واکنشي است، اما غيره، عمل EF-G‌مي شود (Borowski et al., 1996).
اگر عدم قطعيت ها با جنبه هاي مدل حالت هيبريدي وجود داشته باشند، اين براي ديگر امکانات صحيح است. اگر علاوه بر اين يک ماشين جعبه اي قابل حرکت وجود داشته باشد که tRNAها را از طريق ريبوسام حمل و نقل نمايد، همانطور که در مدل اپسيلون α پيشنهاد شده است، شامل چه چيزي مي شود؟ يک نماينده، مارپيچ 44 در زيرواحد 30S است که براي در نظر گرفتن حرکت چشمگير حول ناحيه محدودکننده tRNA آن شناخته شده است (VanLoock et al., 2000). ديگري مارپيچ 69 در زيرواحد 50s است، اما در يک تطبيق متفاوت در 70S و ساختارهاي 50S باکتريايي قرار دارد (Harms et al., 2001; Yusupov et al., 2001). هرچند، از اين ساختار مشخص نيست که چگونه اين و عناصر ديگر مي توانند با يک tRNA از يک محل به محل ديگر بدون شکستن تماس حرکت نمايند.
الزام مفروض براي پيوند tRNA دي استيله شده در محل E از زيرواحد 50S براي تابع EF-G کارآمد يا تابع RF3 نشان مي دهد که تغييرات تطبيقي در 50S مرتبط با اشغال محل E وجود دارد که در مجاورت  محل پيوند عامل روي ساختار اثر مي گذارد، که در آن EF-Tu نيز محدود مي شود. اين نيز سازگار با اين ايده خواهد بود که برخي تزويجات بين محل هاي E‌و A از ريبوسام وجود دارد. ما نيز نمي دانيم که چه چيزي چرخ ضامن دار را براي بازگرداندن ريبوسام به حالت پيش از جابجاشدگي خود دوباره روشن مي نمايد. در مدل [image: image9.emf]، تصور مي شود که اين توسط پيوند ترکيب سه گانه در محل A تحريک مي شود که يک تغيير تطبيقي را القا مي کند و tRNA محل E را از طريق تزويج منفي بين محل هاي E‌ و A آزادسازي مي کند (Spahn and Nierhaus, 1998).
حالات هيبريدي و مدل هاي [image: image10.emf] برخي اوقات به طور متقابل منحصر به فرد در نظر گرفته شده است، اما آنها در حقيقت مي توانند پرداختن به جنبه هاي مختلف مسئله جابجاشدگي باشد. همانطور که مي توانيم ببينيم، داده هاي ساختاري اخير، حمايتي را براي برخي جنبه ها از هر دول مدل فراهم مي کند. اما تاکنون داده ها به طورمشخص نشان نمي دهد که چگونه tRNA مي شکند و تماس هاي ريبوسامي را همانطور که از يک محل به بعدي حرکت مي کند، مشخص مي نمايد.
مکانيزم جابجاشدگي mRNA حتي کمتر مشخص است. اين مشاهده که جابجاشدگي مي تواند حتي در غياب پيام آور RNA رخ مي دهد (Belitsina et al., 1981) نشان مي دهد که tRNA، نقش اوليه در جابجاشدگي را ايفا مي کند که حتي الامکان mRNA را با آنها مي کشد. يک پيچ و تاب بين کدون هاي محل P و A وجود دارد (Ogle et al., 2001; Yusupov et al., 2001) و اين امکان وجود دارد که اين، برخي نقش ها را در نگهداري چارچوب خواندن بازي نمايد.

نقش EF-G
جابجاشدگي توسط EF-G کاتاليز مي شود، يک GTPAse فعال شده ريبوسام. هرچند، جابجاشدگي در غياب عوامل افزوده مشاهده مي شود (Gavrilova et al., 1976). اين نشان مي دهد که جابجاشدگي يک ويژگي ذاتي براي ريبوسام است و اينکه EF-G مي تواند توسط کاهش يک مانع جنبشي روي پيوند براي ريبوسام عمل نمايند. سازگار با اين مورد، مشخص شده است که راندهاي تک براي جابجاشدگي مي تواند حتي با آنالوگ هاي غيرقابل هيدروليز از GTP رخ دهد که نشان مي دهد که هيدروليز GTP براي جابجاشدگي نياز مي شود، اما ممکن است براي آزادسازي EF-G نياز شود. هرچند، آزمايشات جنبشي نشان داده اند که هيدروليز GTP بر جابجاشدگي پيشي مي گرد که نشان مي دهد که انرژي هيدروليز احتمالاً براي تحريک جابجاشدگي استفاده مي شود (Rodnina et al., 1997). جابجاشدگي بسيار کندتر از آنالوگ هاي غيرقابل هيدروليز نسبت به GTP است. اين نتايج با ديدگاهي جايگزيني سازگار هستند که EF-G يک پروتئين موتور است که جابجاشدگي را هدايت مي کند، اما براي اثبات اين کار، بايد مشخص شود که يک نيرو با استفاده از هيدروليز GTP اعمال شود و ماهيت ضربه موتور را تعريف نمايد.
دو آنتي بيوتيک براي تشريح عمل EF-G روي ريبوسام مفيد است. اسيد فوسيديک، هيدروليز GTP را ميسر مي سازد اما از گردش EF-G جلوگيري مي کند. در اصل تصور مي شد که اين thiostrepton که به ترکيب L11-23S RNA حتي در جداسازي وصل مي شود، يک ممانعت کننده براي GTPase‌ بود. هرچند آزمايشات جنبشي نشان ميدهد که thiostrepton از هيدروليز GTP به واسطه EF-G جلوگيري نمي کند (Rodnina et al., 1999).  در عوض، اين کار روي مراحل بعدي تاثير مي گذارد، شامل آزادسازي فسفات غيرآلي و آزادسازي بعدي EF-G. Thiostrepton از تغيير تطبيقي در ريبوسام جلوگيري مي کند که براي اين مراحل بعدي نياز مي شود و در مرحله اوليه نسبت به اسيد فوسيديک عمل مي کند. علاوه بر تغييرات تطبيقي در ريبوسام، تغييرات در تطبيق EF-G نيز مورد نياز به نظر مي رسد. يک مولکول EF-G با دي سولفيدهاي درون مولکولي پيشرو در هيدروليز GTP فعال بود، اما نمي تواند جابجاشدگي را تسهيل نمايد و نمي تواند گردش نمايد (Peske et al., 2000).
ساختارهاي EF-G با و بدون GDP توسط کريستالوگرافي حل مي شود (Aevarsson et al., 1994;  Czworkowski et al., 1994). آنها يک شکل عجيب غريب را براي EF-G با يک حوزه طولاني IV با تحميل بدنه يک حوزه GTPase کلي تر نشان دادند (شکل 7A). زماني که ساختار ترکيب سه گانه EF-Tu با tRNA و GTP متعاقباً تعيين شد (Nissen et al., 1995) مشخص شد که اشکال EF-G و ترکيب سه گانه بسيار مشابه با آنهايي است که يک مورد تقليدي مولکولي را پيشنهاد دادند. حوزه IV از EF-G از حلقه-بنيادي آنتي کدون tRNA در ترکيب سه گانه در شکل و توزيع تغيير کلي تقلي مي کند. نگايت EF-G روي ريبوسام توسط تکنيک تحريک راديکال هيدروکسيل از Fe‌چهارتايي روي سيستئين هاي پيشرو (Wilson and Noller, 1998) از اين ديدگاه حمايت نمود که EF-G تقريباً به روشي مشابه با روش ترکيب مشاهده شده توسط cryoEM محدود شده است (Stark et al., 1997) (شکل 7B).
در طول دو دهه اخير، چندين ترکيب به دام افتاده در حالت هاي پيش از جابجاشدگي و پس از جابجاشدگي توسط cryoEM مطالعه شده است. Frank‌و همکاران ساختارهاي 70S را با دو مرز tRNA با EF-G در حضور يک آنالوگ GTP غيرقابل هيدروليز تعيين نمودند (نشاندهنده حالت پيش از جابجاشدگي)  و با اسيد فوسيديک (نشاندهنده حالت ژس از جابجاشدگي) (Agrawal et al., 1999a). مقايسه دو ساختار نشان داد که EF-G به طور تقريبي در همان مکان محدود مي شود، اما تغييرات تطبيقي چشمگير در هر دو ريبوسام و EF-G وجود دارند که به طور قابل توجهي در ساختار L7/L12 stalk.
Wintermeyer, van Heel و همکاران نيز ترکيب هاي tRNA- ريبوسام- EF-G را مطالعه نمودند اما در حضور thiostrepton (قبل و بعد از جابجاشدگي) و اسيد فوسيديک (Stark et al., 2000). ترکيب اسيد فوسيديک تقريباً داراي همان جهتگيري براي EF-G به صورت ساختار متناظر از گروه Frnak است. هرچند، تطبيق و جهت گيري EF-G در حضور thiostrepton قبل و بعد از جابجاشدگي به طور مشخصي متفاوت است. و هر يک از موردي در ترکيب اسيد فوسيديک متفاوت است. تطابقات شامل يک تغيير درجه تقريبي 270 در جهت گيري حوزه IV EF-G و محل اتصال مختلف روي ريبوسام قبل و بعد از جابجاشدگي است. چنين تغيير تطبيقي چشمگير در مقياس بزرگ در EF-G، و حرکت آن از يک موقعيت به ديگري روي ريبوسام، فراعادي است. فضاي کافي بين زيرواحدهاي  30S و 50S براي جاسازي چنين چرخش چشمگيري در حوزه EF-G به نظر نمي رسد، بنابراين فضاي داخل زيرواحد بايد باز باشد. دوماً، ساختارهاي تعريف شده توسط گروه Frank، EF-G با يک آنالوگ غيرقابل هيدروليز و يک با اسيد فوسيديک احتمالاً نشاندهنده نقطه آغازين و انتهايي  درگيري EF-G با ريبوسام است. چون آنها محدود به همان محل 70S يک تطبيق تقريبي مشابه هستند، توسط گروه Wintermeyer/van Heel مشخص شد که حالات ميانه نشان داده شده توسط ترکيبات thiostrepton، EF-G محدود به محل هاي مختلف روي ريبوسام در تطبيقات مختلف شگفت انگيز است. تفکيک در بازسازي هاي cryoEM به گونه اي است که انتساب حوزه هاي پروتئين تا حدودي ذهني است. يک اولويت بالا بايد براي رسيدن به يک تفکيک وجود داشته باشد که در آن عناصر ساختار ثانويه حوزه هاي پروتئين فردي مي تواند متمايز شود، به طور يکه انتساب و جهت گيري حوزه ها غيرمبهم خواهد بود. در گذر، ما خاطر نشان مي کنيم که تعريف تفکيک توسط Frank و  گروه هاي van Heel با  گروه Frank يکسان نيست که يک معيار محافظه کارانه تر را اعمال مي کند که منجر به مقدار نامي بدتر براي توصيف همان تفکيک واقعي مي شود.
برخلاف اين عدم قطعيت ها، ساختارهاي cryoEM يک چارچوب گسترده راب راي درک نقش EF-G فراهم مي کند. مشخص است که حوزه IV وارد محل 30S از A مي شود که در آن حداقل برخي حالات، مي تواند به طور مستقيم tRNA‌را جابجا نمايد. يک ديدگاه ساده انگارانه که جابجاشدگي به کندي حتي بدون فاکتورها رخ مي دهد و EF-G، با محدود نمودن به محل A، از واکنش بسته اي در اضافه نمودن براي کاهش هر مانع جنبشي جلوگيري مي کند. اما ما يک روش طولاني را از درک نقش دقيق EF-G در جابجاشدگي داريم.
خاتمه
فرآيند خاتمه زماني شروع مي شود که يک کدون توقف روي mRNA در محل A مواجهه مي شود (شکل 8). در باکتري، شناخت کدون توقف شامل دو عامل آزادسازي کلاس I، RF1 و RF2 مي شود (در kis selev and Buckingham, 2000 بازنگري شده است). هر دو عامل، UAA‌را شناسايي نمودند. هرچند، UAG توسط RF1 شناخته مي شود در حاليکه UGA توسط RF2 شناسايي مي شود. در يوکاريوتي ها، يک عامل تک، eRF1، تمام سه کدون توقف را شناسايي مي کند. يک عامل آزادسازي کلاس II، RF3، متصل ترکيب به RF1/2 با ريبوسام است و يک GTPase است.
متصل شدن RF1/2 به ريبوسام با کدون توقف مناسب در محل A، هيدروليز و آزادسازي زنجيره پپتيد را از tRAN در محل P تحريک مي کند.
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شکل 7. ترجمه در ميان عوامل ترجمه

(A) ساختارهاي کريستال (سمت چپ) ترکيب سه گانه EF-Tu، tRNA و GDPNA (Nissen et al., 1995) و (سمت راست) EF-G (Aevarsson et al., 1994; Czworkowski et al., 1994)

(B) بازسازي هاي CryoEM‌ (سمت چپ) براي ريبوسام با ترگيب سه گانه (Stark et al., 1997) و EF-G (Agrawal et al., 1998).. بازسازي شده با اجازه
(C) ساختارهاي عوامل آزادسازي کلاس I، eRF1 و RF2 و عامل بازيافتي ريبوسام RFF. حوزه هايي که تصور مي شود از tRNA‌ تقليد مي کند، در ماگنتا نشان داده مي شوند، همانطور که حوزه IV از EF-G در (A) است.
مشخص نيست که آيا RF1/2 به طور مستقيم در کاتاليزوي مشارکت مي کند يا اينکه آيا کاتاليزگري را با ريبوسام القا مي کند. RF3، عدم ارتباط سريع RF1 و RF2 را ترويج مي دهد. در اصل، تصور مي شد اتصال RF3 به ريبوسام، فعاليت GTPase آن را با آزادسازي پيوسته RF1/2 تحريک مي کند. هرچند کار اخير نشان مي دهد که هيدروليز tRNA‌پپتيديل توسط RF1/2 براي اتصال GTP به RF3 روي ريبوسام نياز مي شود. اين به نوبه خود منجر به تطبيق  RF3 با پيوستگي بالا براي ريبوسامها و عدم ارتباط RF1/2 مي شود (Zavialov et al., 2001). هيدروليز GTP براي عدم ارتباط بعدي RF3 نياز مي شود. به طور شگفت آوري، RF3 در باکتري ها ضروري نيست و RF1/2 را خارج از ريبوسام محدود نمي کند (Kisselev and Buckingham, 2000).
آزمايشات ژنتيک نشان مي دهد که عوض يک تري پپتيد حفظ شده بين RF1 و RF2 مي تواند مشخصات کدون توقف آنها را عوض نمايد (Ito et al., 2000)، که نشان مي دهد که تري پپتيد از يک آنتي کدون در tRNA تقليد مي کند؛ تصور مي شود که اين تري پپتيد در نوک يک حوزه آنتي کدون قرار مي گيرد.
ظهور ساختارهاي کريستالي از عوامل آزادسازي (شکل 7C) نشان مي دهد که اين تصوير نسبتاً سرراست نيست. يک ساختار از eRF1 انساني نشان داد که اين پروتئين مي تواند از tRNA‌تقليد نمايد (Song et al, 2000). اين مورد مي تواند مدلسازي شود به طوري که يک مايه اصلي GGQ نزديک به انتهاي CCA‌در محل P در tRNA، سازگار با الزام مايه اصلي براي فعاليت آزادسازي پپتيد در عوامل آزادسازي کلاس I خواهد بود (Frolova et al., 1999; Song et al., 2000). اما از اين ساختار مشخص نيست که چگونه عناصر اين پروتئين، کدون توقف را کدگشايي مي کند. ساختار RF2 از E.Coli اخيراً تعيين شده است (Vestergaard et al., 2001). اين داراي ساختار کاملاً متفاوت از eRF1 سازگار با فقدان هومولوژي دنباله بين اين دو خواهد بود، اما يک شباهت بيشتر را به tRNA حمل مي کند. هرچند، اين تري پپتيد که مشخصه را سوييچ مي کند (Ito et al., 2000) نسبتاً از نوک دور است که از حلقه بنيادي آنتي کدون تقليد مي کند که نشان مي دهد که نمي تواند نقش آنتي کدون را به طور مستقيم ايفا نمايد. مشخص نيست که اين ساختار بتواند در ريبوسام 70S به روشي سازگار با تماس ها از داده هاي تقسيم راديکال-هيدروکسيل مدلسازي شود. بنابراين، سوالات حياتي براي مکانيزم کاتاليزوري آزادسازي پپتيد و شناخت کدون توقف بدون پاسخ باقي مي ماند.

عامل بازيافتي ريبوسام

بعد از آزادسازي زنجيره پپتيد، ريبوسام با mRNA و يک tRNA دي استيله شده در محل P باقي مي ماند (شکل 8). اين ترکيب بايد براي آماده سازي ريبوسام براي يک راند جديد از سنتز پروتئين باز شود. عامل ديگر به نام عامل بازيافت ريبوسام (RRF) همراه با EF-G براي اين فرآيند نياز مي شود (بازنگري شده در Janosi et al., 1996). يک مطالعه اخير نشان مي دهد که RRF‌و EF-G منجر به قطع ارتباط ريبوسام ها در زيرواحدها روي هيدروليز GTP مي شود (Karimi et al., 1999). متعاقباً، عامل راه اندازي IF3 براي حذف tRNA‌دي استيله شده از زيرواحد 30S نياز مي شود. هرچند، Kaji‌و کارگران اخيراً نشان داده اند که هيدروليز GTP در ترکيب ريبوسام RRF-Ef-G منجر به قطع ارتباط ريبوسام سالم از mRNA و tRNA مي شود (Kaji et al., 2001). با توجه به مسير پيام از طريق ريبوسام 70S (Yusupova et al., 2001، اين نياز به تغير تطبيقي در مقياس بزرگ دارد که تعداد چشمگيري از تماس هاي داخل زيرواحد را به توپولژي ممکن تجزيه مي کند. همانطور که توسط Kaji et al., پيشنهاد شده است، اين امکان وجود دارد که آيا قطع ارتباط زيرواحد يا آزادسازي mRNA رخ مي دهد، در ابتدا ممکن است وابسته به پيوستگي دنباله mRNA‌خاص براي ريبوسام باشد.
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شکل 8. مروري کلي بر خاتمه در ترجمه
ساختار RRF (Selmer et al., 1999)، نزديک ترين در شکل و توزيع تغيير براي tRNA در هر يک از عوامل تعيين شده تا کنون است که از پيشنهاداتي که tRNA در محل A تقليد مي کند، حمايت مي کند. نياز به تابع EF-G به همان روشي که حداقل حلقه بنيادي آنتي کدون در tRNa در محل A براي جابجاشدگي توسط EF-G‌نياز مي شود، الزامي است (Joseph and Noller, 1998).
نتايج

ساختارهاي کريستالي ريبوسام قبلاً، حوزه سنتز پروتئين را با فراهم نمودن يک مرجع سه بعدي براي تفسير داده هاي ژنتيک و بيوشيميايي موجود و طراحي آزمايشات جديد متحول نموده است، اما سوالاتي در هر مرحله باقي مانده است.
زماني که اين مسئله به طور مناسب موقعيت يابي شود، مانند ترانسفراز پپتيديل يا شناخت جفت شدن باز کدون- آنتي کدون، يک تغيير چشمگير در درک ما وجود دارد. اما مراحل ديگر مانند تحريک هيدروليز GTP به واسطه عوامل، يا جابجا شدگي، مرموز خواهد بود. اميد اين است که اين پيشرفت در اين حوزه ها تسريع خواهد شد. هرچند، ما تنها در حال شروع درک مکانيزم هاي بنيادي مسير ترجمه باکتریایی هستیم. علاوه بر این، در این بررسی، ما برخی از پدیده های بیگانه را در ترجمه لمس نکردیم، مانند جابجایی چارچوب برنامه ریزی شده، رازک در آوردن یا ترکیب سلنوسیتین. برای پروتئین هایی که دارای یک دنباله سیگنال می باشند، یک پیچیدگی اضافه شده از تعاملات با جزء شناخت سیگنال و ترانسلوکون وجود دارد که در پروتئین های متحرک در یا از طریق غشاها درگیر می شوند. درک ترجمه یوکاریوتی، چالش های عمده اضافی را مطرح می کند.
کارهای آینده لزوماً شامل رویکردهای مختلف می شود. ساختارهای ترکیبات 70S نشاندهنده نقاط تعریف شده مشخص در مسیر ترجمه است که راهی طولانی را برای مشخص نمودن ماهیت تغییرات ساختاری طی می کند، زمانی که ریبوزوم از یک مرحله به بعدی می رود. اولاً، اینها تقریباً به طور قطع از cryoEM می آید، اما زمانی که سوالاتی جزئی تر و مکانیزمی مطرح می شود، متاسفانه هیچ جایگزینی برای بلورشناسی با تفکیک بالا وجود ندارد، تکنیکی که در گروی دستیابی به بلورهای مناسب است. اغلب ادعا می شود که ما نیاز به فیلم برای ترجمه داریم نه چند فریم که ما داریم. هرچند، هیچ دوربینی وجود ندارد که به اندازه کافی برای خلق این فیلم سریع باشد. حتی ساختار مفصل ریبوزوم در دو حالت تعریف شده تنها به این مورد اشاره می کند که چگونه از یک حالت به حالت بعدی می رود، شامل تجزیه تحلیل بیوشیمایی و ژنتیک، مانند ترکیب داده های متقابل با تجزیه تحلیل جنبشی و ساختاری. با ظهور تکنیک های مولکولی ساده شامل آشکارسازی تغییرات تطبیقی از طریق اندازه گیری مستقیم یا فلورسانت از نیورها، به احتمال زیاد نقشی مهم را ایفا می کند. با توجه به نقش مرکزی ترجمه در بیولوژی، این یک دلیل صادقانه به نظر می رسد.
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