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اما بررسی  .شده، بر ساختار آنزیم تأثیر قابل توجهی ندارندی غلظتی استفادهمنهدر همان دا

ها گویای این مطلب است که پوترسین تا حد زیاد و طیف فلورسانس آنزیم درحضور آمین

 .دهندمیزان کمتر شدت فلورسانس آنزیم را کاهش میاسپرمیدین به

 Aشده بر فعالیت و ساختار آنزیم ریبونوکلئازبرده کاردار بهیک از ترکیبات آمینطورکلی هیچبه

دهد و این اثر، ناشی از جز پوترسین که فعالیت آنزیم را شدیداً کاهش میاثر زیادی ندارند به

 .کنشی نداردکنش آن با آنزیم است و با سوبسترای آنزیم میانمیان

.یت، ساختار، فعالAآمین، ریبونوکلئازآمین، دیپلی: کلمات کلیدی
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 مقدمه -0

در این میان . یابندها نمود میذخیره شده و توسط پروتئین DNAاطلاعات زیستی توسط      

RNA فرآیند تجزیه و سنتز . کندمثل یک مجرا عمل میRNA ها توسط دو دسته از آنزیم

 RNAی ی آن به وسیلهپلیمرازها و تجزیه RNAی به وسیله RNAسنتز . شودکنترل می

فعالیت ریبونوکلئازی در . گیردصورت می (شوندکه اغلب ریبونوکلئاز نامیده می)دپلیمرازها 

حاصل  RNAی خاطر تجزیهپانکراس پستانداران نشخوارکننده بالاست که این مسئله شاید به

های جزیی ویژگی منجر به کشف این فعالیت بالا. تاس هاآن یهای معدهاز میکروارگانیسم

 (.Raines, 1998) استپانکراس گاو گردیده Aریبونوکلئاز

 Aریبونوکلئاز -0-0

 Aمعرفی آنزیم ریبونوکلئاز -0-0-0

. شده در قرن بیستم باشدشاید بهترین آنزیم مطالعه( EC 3.1.27.5)پانکراس  Aریبونوکلئاز     

کریستاله و توسط  Moses Kunitzجداسازی و توسط  Rene Dubosاین آنزیم توسط 

Stanford Moore و  William Stein ریبونوکلئاز. تاستعیین سکانس گردیدهA  هم به عنوان

 ,.Marshall et al)باشدآنزیم هم به عنوان پروتئین یک مدل عالی برای مطالعات بیوفیزیکی می

2007.) 

     A  مربوط به شکل غالب آنزیم در پانکراسBos Taurus باشدمی .RNase A صورت  به

modify که است در حالینشدهRNase B ی است که در آن به نیتروژن هایمخلوطی ازگلیکوفرم

در  RNase Dو  RNase C. شودوصل می Man5-9 GlcNAc2گروه  Asn34ی جانبی هزنجیر

یک پلی  RNase A. تر هستندپانکراس گاو فراوانی کمتری دارند و در گلیکوزیلاسیون ناهمگن

است  6/7ت آن مطلوب برای فعالی pH. این آنزیم بسیار مقاوم است. ای استپپتید تک زنجیره

.(Raines, 1998) (است =pH 6-41ی فعالیت آن در محدوده)

پانکراس هستند توسط   RNase Aها که هم در توالی و هم در عملکرد مشابه تعدادی از آنزیم

Dyer  وRosenberg ریبونوکلئازهای همولوگ با ریبونوکلئاز. اندبررسی گردیدهA  تاکنون فقط

ژن همولوگ  8ی در انسان همه. استشدهدر پستانداران، خزندگان، پرندگان و دوزیستان دیده
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های همولوگ دارای یک هر یک از این آنزیم. استقرار گرفته 41این آنزیم روی کروموزوم 

و ( فتهکه در دو انتهای پروتئین قرار گر)ی ثابت شامل دو هیستیدین توالی با سه اسید آمینه

این توالی . دباشمی( قرار گرفته CKXXNTFکه در یک موتیف حفظ شده یعنی )یک لیزین 

پیوند دی  1های همولوگ دارای ی این آنزیمهمه. ها استاین آنزیم Secretory signalدر واقع 

 Marshall et)که دارای سه پیوند دی سولفید است( آنژیوژنین) RNase 5سولفید هستند به جز 

al., 2007.) 

 در انسان  RNase Aهای همولوگ آنزیم -0-0-2
     RNase1 در پانکراس، RNase4 آنژیوژنین در پلاسما ، در کبد ،RNase2 های در لوکوسیت

که خاصیت ضدانگلی و ضدباکتریایی دارد و  RNase3و نیز  ائوزینوفیل که نوروتوکسیک هستند

 .باشنددر انسان می  RNase Aهای همولوگاز جمله آنزیم شودمیها دیدهدر ائوزینوفیل

 ,Raines)فعالیت ریبونوکلئازی برای خاصیت ضدانگلی و ضدباکتریایی این آنزیم ضروری نیست

1998). 

ی این تغییرات یک روش خوب برای جستجوی تغییر در بازهای یک پروتئین و آنالیز نتیجه     

های اگرچه این تغییرات می تواند با روش. ها استپروتئینهای عملکردی ویژه در نقش گروه

زایی مستقیم یک ژن که در میزبان هترولوگوس شود اما جهشسنتزی یا سنتز کامل انجامنیمه

به این روش مشکلاتی هم داشته  RNase Aالبته تولید . تر استشود آسانبیان می( غیر مشابه)

 :است از جمله

آن باید کاملاً سالم و دست نخورده  RNAشود چون این آنزیم به سختی کلون می cDNA: الف

 .از پانکراس استخراج شود

 .گرددشود مستعد پروتئولیز میمی unfoldوقتی  RNase A: ب

 .ی سلول استکشنده RNase Aمیزان بالای : ج

گیرد و سپس از صورت میگالاکتوزید -βبه صورت ادغام شده با  E.coliبیان این آنزیم در      

β-با این روش . شودآنزیم تولیدشده به پری پلاسم ترشح می. شودگالاکتوزیداز از آن حذف می

 .محلول از محیط کشت باکتری تخلیص نمود RNase Aگرم در لیتر میلی پنجمی توان 

راز پلیم RNAباشد که در آن از پروموتر می RNase Aروش دیگری برای تولید  pETسیستم 

آنزیم حاصل به مقدار زیاد تولید . کنندشده استفاده میهای کلونبرای بیان ژن T7ویروس 
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به دلایل زیر مشکلی  Inclusion bodyتشکیل . یابدتجمع می Inclusion bodyشود و در می

 :کندایجاد نمی

4- RNase A آید و به راحتی به صورت محلول در میrefold شودمی. 

2- Inclusion bodyتری هستندشوند و حاوی محصول خالصها به آسانی جدا می. 

 .است سیتوتوکسیسیتی ندارد unfoldها به صورت Inclusion bodyدر  RNaes Aچون  -3

نسبت به استخراج آن از پانکراس گاو بیشتر است و معادل  pETبنابراین تخلیص آنزیم از      

تولید این آنزیم استفاده از سیگنال پپتید فسفاتاز  روش دیگر برای. گرم در لیتر استمیلی 51

. دهدگرم بر لیتر محصول میمیلی 11باشد که میλ (λ PR )و پروموتر  E.coliقلیایی در 

ای جایگزین ها هیچ اسید آمینهدهند و در آنبیشترین محصول را می λ PRو  pETسیستم 

.(Raines, 1998)استهای محصول نشدهاسید آمینه

 RNaseAساختار آنزیم -0-0-9
RNase A      است که توالی ( بعد از انسولین و هموگلوبین)اولین آنزیم و سومین پروتئین

بعد از میوگلوبین و )است و سومین آنزیم و چهارمین پروتئین ی آن تعیین شدهاسید آمینه

 X-Ray diffractionباشد که ساختار سه بعدی آن با می( Aلیزوزیم و کربوکسی پپتیداز 

های این آنزیم کوچک است و فرم بالغ آن که از سلول (.Marshall et al., 2007)استمشخص شده

ی تریپتوفان در این آنزیم اسید آمینه. اسید آمینه دارد 421شود فقط پانکراس گاو ترشح می

. Tyr25, 73, 76, 92, 97, 115ی تیروزین است شامل باقیمانده 6وجود ندارد اما دارای 

های درونی ساختار سه بعدی آنزیم قرار می گیرند اما در بخش 445 و 92 و 25های تیروزین

توانایی جذب امواج . های سطحی و بیرونی آنزیم هستنددر بخش 445 و 76 و 73های تیروزین

. های تیروزین و پیوندهای دی سولفید استطور عمده به خاطر اسیدآمینهتوسط آنزیم به

باشد و وزنی معادل می C575H907N171O192S12فرمول مولکولی آنزیم بدون بار و طبیعی 

هلیکس -αعدد  3 آنتی پارالل و-βی صفحه 1ساختار دوم آنزیم شامل . دالتون دارد 43686

 Cys (65 ,72), Cysاین پیوندها بین . باشدسولفید میپیوند دی 1باشد و نیز دارای کوتاه می

(40 ,95), Cys (58, 110), Cys (26, 84) ی این پیوندهای گردد و تقریباً تا همهتشکیل می

ی پرولین باقیمانده 1 تا از 2 پیوندهای پپتیدی در. شودنمی foldسولفید شکل نگیرد آنزیم دی

. (Raines, 1998) استتعیین شده X-rayو  NMRساختار این آنزیم با . باشدبه صورت سیس می

ی آنزیم یعنی ی اسیدآمینهنشان داده که دو پیوند دی سولفید انتهایی در زنجیرهمطالعات 
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Cys (26, 84)  وCys (58 -110)  در پایداری ساختار آنزیم بسیار مهم هستند و دو پیوند دی

این نتایج از مطالعاتی به دست آمده که . سولفید دیگر در فعالیت کاتالیتیکی آنزیم نقش دارند

-یگزین کردن دو آلانین به جای هر دو سیستئینی که با هم پیوند دی سولفید میطی آن با جا

-واریانت. انددهند اثر هر یک از این پیوندها را در پایداری ساختار و فعالیت آنزیم بررسی کرده

برابر کمتر از  11تا  2ای هستند که Kcat/Kmها دارای های آنزیمی حاصل از این جایگزینی

سیتیدین بررسی پلی RNAها بر ، اثر این واریانتKcat/Kmی در محاسبه)ت آنزیم وحشی اس

(.Klink, 2000)(استگردیده



 .Aموقعیت پیوندهای دی سولفید در ساختار سه بعدی آنزیم ریبونوکلئاز : A (.Klink, 2000) -4-4شکل

B :(.اول آنزیمساختار )ی آنزیم ی اسیدآمینهموقعیت پیوندهای دی سولفید در زنجیره H  وL  وS  نشان

-S= Surface loop or β و L= α-helixو  H= Half cystein)های ساختاری هستند ی موتیفدهنده

sheet.) 

 

 Ultravioletهای حاصل نیز توسط شدن آنزیم در هر یک از واریانت unfoldنمودار      

spectroscopy ( شکلA ) وDiffrential Scanning Calorimetry ( شکلB ) تعیین گردیده

 .(2-4شکل) است
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 Sریبونوکلئاز -0-0-4
Fred Richards       دریافت که این آنزیم توسط آنزیم پروتئولیتیک سوبتیلیزین دچار شکست

های یک قطعه شامل باقیمانده. کندشود و دو قطعه ایجاد میمی 24و  21های بین اسیدآمینه

پروتئین نامیده -Sکه  421تا  24های شامل باقیماندهی دیگر پپتید و قطعه-Sکه  21تا  4

جدا شدن . سازند که کاملاً فعال استرا می RNase Sاین دو قطعه با هم کمپلکس . دشومی

ها سبب فعالیت برد و مخلوط شدن مجدد آنای را از بین میRNaseاین دو قطعه فعالیت 

-Sپپتید و -S. پپتید خیر-Sژنیک دارد اما پروتئین خاصیت آنتی-S. شودی آنزیم میدوباره

آل برای تعیین نیازهای مولکولی و ترمودینامیکی پروتئین به عنوان یک سیستم مدل ایده

 .جایگاه فعال جهت شناسایی سوبسترا توسعه یافته اند

 



 UVسولفید را در تغییراین نمودار تأثیر هر یک از پیوندهای دی: A (. Klink, 2000)-2-4شکل 

spectroscopy دهدآنزیم طی افزایش دما نشان می. B :سولفید را در این نمودار تأثیر هر یک از پیوندهای دی

 .دهدآنزیم طی افزایش دما نشان می Diffrential Scanning Calorimetryتغییر


