Лекции №4-5. Механизм действия фермента

План лекции

Общее понятие о катализе. Снижение энергии активации у различных филогенетических групп организмов. Фермент-субстратный комплекс. Природа сил, стабилизирующих различные конформационные состояния системы фермент-субстрат. Доказательство образования фермент-субстратного комплекса. Типы катализа, используемые в ферментативных реакциях. Общий кислотно-основной катализ. Ковалентный катализ. Связывание субстрата в напряжённой конфигурации. Эффект сближения ориентации. Увеличение предэкспоненциального фактора в ферментативных реакциях. Особенности ферментативного действия.
Строение активного центра и механизм действия панкреатической рибонуклеазы. Общая характеристика рибонуклеаз. Реакции, катализируемые рибонуклеазой. Исследование активного центра рибонуклеазы. Механизм её действия.
Строение и механизм действия лизоцима. Субстраты, на которые действует лизоцим. Гидролитическая и трансферазная активность лизоцима. Выяснение роли функциональных групп активного центра лизоцима. Возможные механизмы действия лизоцима.

Схема механизма действия фермента. 

На первом этапе (I) происходит активация фермента путем связывания с аллостерическим центром регуляторных веществ (например, гормонов), что приводит к изменению конформации активного центра фермента и увеличению его способности связывать молекулу субстрата. 

На втором этапе (II)происходит 'узнавание' ферментом своего субстрата (см. Специфичность действия фермента). 

На третьем этапе (III) происходит формирование неактивного фермент-субстратного комплекса за счет образования гидрофобных и водородных связей между радикалами аминокислотных остатков субстратного центра (контактные площадки) и соответствующими группировками в молекуле субстрата. Молекула субстрата удерживается вблизи активного центра, но химическим преобразованиям еще не подвергается. 

На четвертом этапе (IV) образуется активный фермент-субстратный комплекс. При этом происходит химическое преобразование субстрата с участием каталитического центра и кофермента (если речь идет о сложном ферменте). В результате этого молекула субстрата меняет сою пространственную конфигурацию, в ней происходит перераспределение энергии и уменьшается прочность связей. 

Фермент-субстратный комплекс. Механизм сорбции

Каталитическое преобразование субстрата протекает внутри фермент-субстратного комплекса. Поэтому, чтобы понять как работает фермент, необходимо знать структуру не только нативного фермента, но и комплексов фермента с субстратами, а также промежуточных соединений и продуктов. Только так мы сможем понять, какие каталитические группы участвуют в связывании субстрата, и какие структурные изменения происходят в субстрате и ферменте при образовании фермент-субстратного комплекса. Основная трудность на этом пути связана с тем, что реакции в фермент-субстратных комплексах протекают за доли секунды, тогда как для снятия рентгенограммы требуется, как правило, несколько часов. В связи с этим обычно определяют структуру комплексов ферментов с продуктами реакции, ингибиторами или аналогами субстратов. 

В фермент-субстратном комплексе действуют те же силы, которые обычно возникают при межмолекулярных взаимодействиях. Их классификация подробно представлена - Уэббом Л. в книге «Ингибиторы ферментов и метаболизма» М. Мир, 1966. 

Среди механизмов, которые играют главную роль при образовании комплекса фермент-субстрат в воде, отметим следующие: 
И так, для эффективности катализа важно, чтобы «замораживание» реагирующих центров Х и У, которое происходит в комплексе ХЕ*RY (и сопровождает образование связи Е*R), как можно больше приблизило реакцию к переходному состоянию Х...У. Для этого необходимо, чтобы строение активного центра в высшей мере было комплементарно по отношению к той структуре молекуле субстрата, которую она должна принять в переходном состоянии реакции. 

Именно поэтому активный центр фермента расположен обычно в складках полипептидной цепи, образующих как бы «щель»). Где-то в глубинных участках этой щели расположены аминокислотные остатки, взаимодействующие с субстратом. Благодаря такой структуре активного центра при переходе молекулы субстрата из свободнодвижущегося состояния (из раствора) в сорбированное состояние (когда она, образно говоря, втискивается в активный центр) происходит необходимое для реакции «замораживание» вращательных степеней свободы и сближение ее с каталитически активными группами белка.

РИБОНУКЛЕАЗЫ (РНКазы), ферменты класса гидролаз, катализирующие гидролиз фосфодиэфирных связей между нуклеозидами в РНК. Большинство из известных рибонуклеаз являются циклизующими, т. е. осуществляют гидролиз РНК путем предварит. внутримол. трансфосфорилирования с образованием на 3'-конце разорванной цепи остатка нуклеозид-2', 3'-циклофосфата:

Рибонуклеазы расщепляют только 3',5'-фосфодиэфирные связи поли-и олитонуклеотидов; фосфодиэфирные 2',5'- и 5',5'-связи устойчивы к их действию. Ферменты проявляют специфичность к природе нуклеозидов, образующих фосфодиэфир-ную связь. Наиб. это выражено у циклизующих рибонуклеаз. По специфичности к природе нуклеозида на 3'-конце межнуклео-тидной связи рибонуклеазы делят на пиримидин-, пурин-, гуанозин-специфичные и неспецифичные. Природа нуклеозида на 5'-конце межнуклеотидной связи может также заметно влиять на скорость ее расщепления. Кроме того, все рибонуклеазы проявляют специфичность к макромол. форме РНК, т.е. скорость вызываемой ими деполимеризации существенно зависит от того, находится ли РНК в одно- или двунитевой форме. Для проявления активности циклизующих рибонуклеаз коферментов не требуется; нециклизующие рибонуклеазы активны в присутствии ионов двухвалентных металлов (напр., Mg2+). Известны рибонуклеазы, для к-рых в качестве кофермента требуется РНК определенного состава или олигоаденилат с 2',5'-фосфодиэфирными связями.

Все рибонуклеазы состоят из одной полипептидной цепи. Их мол. масса в зависимости от источника варьирует от 10 тыс. до неск. десятков тыс. Наиб. изучены и широко применяются в препаративной биохимии рибонуклеазы А из бычьей поджелудочной железы и рибонуклеазы T1 из гриба Aspergillus oryzae; их молекулярные массы соответствуют 15,7 и 11 тыс., рН 8,6 и 4,3. Обе рибонуклеазы циклизующие, оптимальная каталитическая активность у них проявляется при рН 7-7,5; рибонуклеаза А и рибонуклеаза T1-соотв. пиримидин- и гуанозилспецифичные ферменты.

Рибонуклеазы представляют собой многочисленную и разнородную по св-вам группу ферментов. Они присутствуют в различных тканях и клетках организмов. Считается, что эти ферменты участвуют во внутриклеточном обмене веществ, разрушении чужеродных РНК, в регуляции синтеза белка (путем регуляции скорости гидролиза матричных РНК), в процессах синтеза и созревания разл. типов клеточных РНК.

Для нек-рых рибонуклеаз обнаружены прир. белковые ингибиторы. Сильный ингибитор рибонуклеаз-поливинилсульфат, Активность циклизующих рибонуклеаз эффективно ингибируется комплексами нуклеозида с оксованадатами.

Рибонуклеазы применяют в препаративной биохимии, генетич. инженерии, а также как противовирусное средство. Перспективно применение рибонуклеаз для лечения онкологических заболеваний.
ЛИЗОЦИМ (мурамидаза), фермент класса гидролаз, катализирующий гидролиз β-1 : 4-гликозидной связи между остатками N-ацетилглюкозамина и N-ацетилмураминовой к-ты (см. ф-лу) пептидогликана клеточной стенки бактерий. Гидролизует также такую же связь в полимере, состоящем из остатков N-ацетилглюкозамина (хитине), но со значительно меньшей скоростью. Лизоцим обнаружен практически во всех организмах. У позвоночных содержится гл. обр. в слезах, слюне, селезенке, легких, почках и лейкоцитах; в тканях локализуется в лизосомах. Выделено и изучено более 50 лизоцимов из разных источников. Все они состоят из одной полипептидной цепи и являются сильно основными белками (рI 10,5-11). Наиболее изучен лизоцим белка куриных яиц (молекулярная масса 14306). Полностью определено его строение, в т.ч. третичная структура. Молекула лизоцима имеет форму, близкую к форме эллипсоида с осями 3,0 и 4,5 нм. Ее пересекает косая щель, в которой происходит сорбция и гидролиз субстрата (в ней может быть связано 6 гликопиранозных звеньев). Щель имеет гидрофобный карман, в котором локализуется ацетамидная группа N-ацетилглюкозамина. Важную роль в механизме гидролиза гликозидной связи играют группа С(О)О остатка аспарагиновой кислоты (поляризует связь) и недиссоциированный карбоксил остатка глутаминовой к-ты (донор протона). Оптимальные
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условия для лизиса (разрушения) микробов Microccocus lysodeikticus (обычного тест-субстрата лизоцима) - рН 6-7, ионная сила раствора 0,1. Ионы Сl несколько активируют лизоцим; в отсутствие солей его активность резко падает. Повышение температуры вплоть до 60 °С увеличивает активность лизоцима; дальнейшее нагревание обратимо инактивирует фермент. В растворе (особенно в кислой среде при рН 2-3) лизоцим выдерживает без необратимой денатурации кратковременное кипячение. В сухом виде фермент выдерживает нагревание при 160°С в течение 1 ч. Конкурентные ингибиторы лизоцима - близкие по строению к субстрату олигосахариды с небольшим числом звеньев или моносахариды, напр. N-ацетилглюкозамин и олигомер, содержащий 2 или 3 его остатка. У позвоночных лизоцим выполняет ф-ции неспецифич. антибактериального барьера. Механизм действия обусловлен способностью фермента нарушать клеточную стенку бактерий и вызывать их лизис. Лизоцим применяют в медицине как противомикробное средство (в т.ч. как добавка в продукты питания для детей). 


Вопросы для самоконтроля:

1. Что такое катализ?

2. Образование фермент-субсратного комплекса

3. Силы, стабилизирующие фермент-субстратный комплекс

4. Типы катализа, используемы в ферментативных реакциях

5. Общая характеристика рибонуклеаз

6. Механизм действия рибонуклеаз

7. Какие реакции катализирует рибонукоеаза

8. Субстраты, на которые действует лизоцим

9. Механизмы действия лизоцима
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