Лекция №6. Строение активного центра и механизм действия панкреатической рибонуклеазы
План лекции

Общая характеристика рибонуклеаз. Реакции, катализируемые рибонуклеазой. Исследование активного центра рибонуклеазы. Механизм её действия.
Рибонуклеазы
Нуклеазы – ферменты, специфически расщепляющие, межнуклеотидные связи в молекуле нуклеиновой кислоты с образованием фрагментов различной величины без освобождения неорганического фосфата. 



Нуклеазы разделяются на 2 основные категории: эндонуклеазы и экзонуклеазы.

Эндонуклеазы расщепляют фосфодиэфирные связи одновременно во многих пунктах внутри молекулы нуклеиновой кислоты, проявляя избирательность в отношении азотистых оснований. 

Механизм действия:

I. 1. функционируют, как трансфераза, образуя по месту разрыва циклофосфаты. 

2. как гидролазы, гидролизуя циклическую (2’, 3’) – фосфодиэфирную связь промежуточных продуктов.

II. действуют как истинные гидролазы, непосредственно гидролизуя межнуклеотидные связи.

Экзонуклеазы отщепляют от одного из концов полинуклеотидной цепи по одному нуклеотиду путем разрыва фосфодиэфирной связи. Не проявляют сильно выраженной специфичности по отношению к азотистым основаниям при разрыве межнуклеотидных связей.

Экзонуклеазы по характеру своего действия на фосфодиэфирную связь относятся к гидролазам. 

Наиболее изученной является панкреотическая рибонуклеаза – эндонуклеаза, действует по механизму трансфераз, гидролиз. 

Рибонуклеаза – пример фермента, у которого активный центр имеет многофункциональную природу, т.е. в нем содержится несколько функциональных групп. 

Много данных об активном центре рибонуклезы получено




 путем деградации молекулы этого фермента. Ричардс и Витаятил (Richards, Vithayathil, 1959) провели исследование с рибонуклеазой, представляющие большой интерес. Они действовали на рибонуклеазу субтилопептидазой А, которая расщепляет только одну пептидную связь в молекуле рибонуклеазы,  а именно связь между 20-й и 21-й аминокислотными остатками, начиная от N-конца цепи, где помещаются аминокислоты (Аla-серин). При гидролизе этой связи полипептид из 20 звеньев не отделяется от белка, но остается связанным благодаря вторичной и третичной структурам. При этом каталитические свойства фермента не изменяются. Если подвергнуть расщеплению, то пептид отепляется от белка. Образующуюся смесь пептида и укороченного белка можно также разделить, осадив белок трихлоруксусной кислотой. Ни один из двух компонентов смеси сам по себе не обладает ферментативной активностью, но уже при простом смешивании их ферментативная активность почти полностью восстанавливается. 

С другой стороны, отщепление звеньев с С-конца цепи приводит к иному результату. С помощью карбоксипептидазы удалось отщепить 3 концевых звена – валин, серин, аланин (122, 123, 124) – без влияния на активность этого фермента. Однако, если подействовать на рибонуклеазу пепсином, то разрывается связь между 120-м и 121-м звеньями, т.е. отщепляется тетрапептид (Асп-Ала-Сер-Вал), и активность фермента полностью утрачивается. Отсюда можно заключить, что 3 концевых остатка аминокислот: валина, серина и аланина не являются необходимыми для сохранения ферментативной активности.

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 присут. 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 мол. м. соотв. 15,7 и 11 тыс., р/ 8,6 и 4,3. Обе рибонуклеазы циклизующие, оптим. каталитич. 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 разл. тканях и клетках организмов. Считается, что эти ферменты участвуют во внутриклеточном обмене в-в, 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 ср-во. Перспективно применение рибонуклеаз для лечения онкологич. заболеваний.

Лит.: Шапот В. С., Нуклеазы, М., 1968; Нуклеазы микроорганизмов, под ред. С. И. Безбородова, М., 1974; Биосинтез микроорганизмами нуклеаз и прр-теаз, под ред. А. А. Имшенецкого, М., 1979; Schroder С. [а. о.], "Progress in molecular and subcellular biology", 1985, v. 9, p. 53-103. Г.И. Яковлев.

В рибонуклеазе имеется четко выраженная расщелина для связывания субстрата. В этой расщелине располагаются His-12, His-119 и боковые цепи остатков лизинов 7, 41, 66. Структура фермент-субстратного комплекса на стадии циклизации была построена исходя из данных кристаллографических исследований структуры комплекса фермента с аналогом субстрата.

Установлено, что His 119 располагается на расстоянии длины водородной связи от уходящей группы, а His-12 – на расстоянии длины водородной связи от 2’-ОН-группы рибозы пиримидина. 

1. при ацетилировании фермент теряет свою активность 

2. остатки лизина в положениях 7, 41и 66 найдены у 20 рибонуклеаз этого класса, для которых установлена аминокислотная последовательность.

Возможно положительные заряды этих боковых цепей стабилизируют промежуточное соединение, содержащее пятивалентный атом фосфора, которое образуется, когда гидроксильная группа атакует фосфат.  Частичная нейтрализация отрицательного заряда на атомах кислорода фосфатной группы, облегчая атаку нуклеофильными агентами. Значения рК для His-12 и His-119, измеренное с помощью ЯМР при 40оС, оказались равными 5.8 и 6.2 соответственно.

При физиологическом значении рН значительная часть гистидиновых остатков находится в таком состоянии ионизации, при котором возможен общий кислотно-основной катализ
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