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  آنزيم تيروزيناز قارچ خوراكي كرزولازي چند آلكيل زانتات تازه سنتز شده بر فعاليتمهارياثر
 
* 1زادهجانيانمهدي علي  

 

 پيشوا- واحد ورامين، دانشگاه آزاد اسلامي،دانشجوي دكتراي بيوفيزيك، گروه زيست شناسي .1
  

 بيوفيزيك دانشگاه تهران-مركز تحقيقات بيوشيمي: محل انجام تحقيق
   آزاد اسلامي، واحد ورامينشناسي، دانشگاه زاده، گروه زيستجانيان مهدي علي:مسئول مكاتبات*

 ir.ac.ut.ibb@Alijanian: پست الكترونيكي
  7/4/88: تاريخ پذيرش              3/3/88: تاريخ دريافت

  
  چكيده
 C3H7OCS2Na (I) ،C4H9OCS2Naهاي سديم، به صورت نمك) زانتات(ايزوآلكيل دي تيوكربنات  سه

(II) و C5H11OCS2Na (III) توسط واكنش بين CS2 با ايزوالكل مربوطه در حضور NaOH سنتز شدند و مهار 
خريداري شده از سيگما،  Agricus bisporous آنزيم تيروزيناز قارچ خوراكيبر روي فعاليت كرزولازي ها آن

آنزيم براي سنتزي عنوان سوبستراي  بهphenol (MePAPh)-[azo(methylphenyl-4)]-4از. امتحان شد
 مختلطنشان دادند كه اين ليگاندها از الگوهاي رقابتي و  كبر-يورلاين ونمودارهاي . استفاده شدكرزولازي  فعاليت

 اما ،كردند پيروي مختلطز الگوي مهاري  اII و Iبراي فعاليت كرزولازي، تركيبات . كننداي مهار آنزيم استفاده ميبر
 براي فعاليت كرزولازي به III و I ،II تركيبات (Ki)ثابت مهاري . كرد از الگوي مهاري رقابتي پيروي IIIتركيب 

هاي خوبي دهند كه اين سه ليگاند مهاركنندههاي مهاري نشان مي اين ثابت. است1/6 و 2/7، 8/9ترتيب برابر با 
هاي د به صورت تعاوني منفي بين جايگاهنتوانهم سوبسترا و هم مهاركننده مي .اندروزيناز قارچ خوراكييم تيبراي آنز

ها  كه ميزان اين تعاوني منفي با افزايش طول زنجيره آليفاتيك در مهاركننده(α > 1)اتصال، به آنزيم متصل شوند 
  بستگي داردها زانتات-Sدر جايگاه فعال توسط گروه هاي مس  به چلاته شدن يون مهار كرزولازي،.يابدافزايش مي
  . در فعاليت كرزولازي براي هر سه ليگاند يكسان باشدKi مقادير امر باعث شده استكه همين 

  
  تيروزيناز قارچ خوراكي، آلكيل زانتات، مهار مختلط، مهار رقابتي، ثابت مهاري: هاي كليديواژه

  
  مقدمه

 آنزيم حاوي كي) EC 1.14.18.1(تيروزيناز 
 كه دو واكنش مختلف سنتز ملانين را استمس 

هيدروكسيله شدن تيروزين توسط : كندكاتاليز مي
 دي 4و3عمل مونوفنلازي آنزيم و اكسيد شدن 

-oبه ) L-DOPA(هيدروكسي فنيل آلانين 
اين آنزيم به . دوپاكينون توسط عمل دي فنلازي

 حيوانات وها، گياهان، ميزان زياد در ميكروارگانيسم
نين و ل بيوسنتز ملاؤوشود و مس ي يافت مهاقارچ

در پستانداران، تيروزيناز . استفنليك  تركيبات پلي
. هاي پوست، مو و چشم است تشكيل رنگدانهعامل

در گياهان، اهميت كليدي تيروزيناز در فرايندهايي 
ها و  شدگي آنزيمي ميوه نظير پيگمانتاسيون و سياه

حشرات، نقش مهمي در عمل در . سبزيجات است
  . كند سازي ايفا مي تدافعي و اسكلت

هاي موجود در ملانين يكي از بيشترين رنگدانه
يك بيوپليمر  وگياهان و جانوران  ها،ها، قارچباكتري

 رنگ پوست و موي ).1 (استشبيه به مشكي 
پستانداران توسط تعدادي فاكتور تعيين مي شود كه 

ه پراكندگي توليد ملانين نحوها ميزان و مهمترين آن
هاي ملانوسيت پراكنده در ملانين توسط سلول. است
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 از بسياري. )2 (شودلايه بازال پوست ترشح مي
بالاي عمل توليد  نتيجه سطح ،هاي پوستيبيماري

اختلالات متعدد پوستي  .)3 (استرنگدانه پوستي 
 .ناشي از افزايش سطح پيگمانتاسيون اپيدرمي است

توان به ملازما، لكه هاي ع اين اختلالات مياز انوا
تيروزيناز ). 7 (هاي آكتيني اشاره كردپوستي و آسيب

و در  به طور گسترده در جانوران و گياهان وجود دارد
در . )4،5،6 (هاي ملانين شركت داردتشكيل رنگدانه
 تيروزيناز در كنترل كيفي و اقتصادي ،صنايع غذايي

 ).7 و 6، 5( مهمي داردها و سبزيجات نقش ميوه
ها تيروزيناز اكسيد شدن تركيبات فنلي را به كينون

 رنگي شدن آنزيمي  عاملكند و همچنينكاتاليز مي
توان از  تيروزيناز را مي. ها و سبزيجات استميوه

   منابع ارزان مثل قارچ خوراكي
(Mushroom tyrosinase)استخراج كرد  .

 اي جالب توجهيه ويژگي،تيروزيناز قارچ خوراكي
 جايگاه فعال آن به سطح رسد به نظر ميداشته و 

هاي فنلي لذا براي بخش. پروتئين نزديك باشد
 .هاي بزرگ مثل پپتيدها، قابل دسترسي استملكول

.  داردجايگاه فعال تيروزيناز دو اتم مس و سه حالت
مدل هاي ساختاري براي جايگاه فعال اين سه فرم 

  .)8،9)(1شكل ( ستتيروزيناز فرض شده ا

 
  .)8 (چرخه كاتاليتيك هيدروكسيلاسيون مونوفنل و اكسيداسيون دي فنل -1 شكل

  
با توجه به موارد بالا يك مكانيسم مولكولي براي 
فعاليت هاي مونوفنلازي و دي فنلازي تيروزيناز در 

ي مكانيسم فعاليت مونوفنلاز. نظر گرفته شده است
نزيم به طور گسترده بر پايه سه فرم آتيروزيناز 

 ،در چرخه مونوفنلازي. )11 و 10 (مطالعه شده است
مونوفنل مي تواند فقط با فرم اكسي واكنش دهد و 
به موقعيت عمودي يكي از مس ها در اين فرم متصل 

دي فنل مي تواند با فرم مت – o).1شكل ( شود
 هر دو فرم اكسي ،در چرخه دي فنلازي. واكنش دهد

دي فنل واكنش دهند و آن را -oبا و مت مي توانند 
  . كينون اكسيد مي كنند-oبه 

بيوسنتز ملانين با در معرض قرار نگرفتن در 
 مهار تيروزيناز و مهار متابوليسم ،UVمقابل 

  يكي از . )12،13 ( مهار مي شود،ملانوسيت ها
هاي مربوط به هايپر هاي درمان بيماري راه

هاي تيروزيناز پيگمانتسيون استفاده از مهاركننده 
ز اهميت ي مطالعه اين مهاركننده ها حا،بنابراين. است
 هم از ،تعدادي از مهاركننده هاي تيروزيناز. است

منابع طبيعي كه هر دو فعاليت مونوفنلازي و دي 
  . آمده است2فنلازي را مهار مي كنند در شكل 
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  .هاي طبيعي تيروزيناز ساختار مهاركننده-2شكل
  .  شده است بررسي اثر مهاري سه ليگاند سنتزي،لعهدر اين مطا

  
  هامواد و روش

مواد و وسايل مورد نياز در اين تحقيق عبارتند بودنـد       
  :از
 kD تيروزيناز قـارچ خـوراكي بـا وزن ملكـولي     -1

120MW= ، جامـــد و بـــا فعاليـــت ويـــژه 
unit/mg 3400خريداري شده از سيگما   

2- 4-[(4-methylphenyl)azo]-phenol 
(MePAPh)      سوبستراي سنتزي براي فعاليـت 

  )3شكل ( كرزولازي
3- n-alkyl xanthates    ليگانـدهاي تـازه سـنتز 

  .) 4شكل (شده 
4- Na2HPO4  وNaH2PO4  از شــده خريــداري

 ميلـي   10مرك براي تهيه بـافر فـسفات        شركت  
  .pH = 6.8مولار، 

   ســاخت ژاپــن ي فــرابنفشئــاســپكتروفتومتر مر -5
UV-Vis, UV 3100 model 

shimadzu,  

  .Beckman  Q50 - مترpHدستگاه- -6
براي مطالعه سينتيكي آنزيم تيروزيناز براي 

 استفاده MePAPh واكنش كرزولازي از سوبستراي
مشكلي  استفاده از اين سوبسترا). 3 شكل(شده است 

ها و  در تداخل جذب بين محصولات، حد واسط
  . كند ها با جذب سوبسترا ايجاد نمي مهاركننده

ولازي از طريق مصرف رز ك سنجش فعاليت
 2 به مدت ، به ترتيب،MePAPhسوبستراهاي 

 غلظت آنزيم مورد استفاده . دقيقه صورت گرفته است
 µg/ml 68/112مي باشد .  

 nm λmax = 352  درفعاليت كرزولازي
كار رفته در ه تمام مواد ب.گيري شده است اندازه

 دهاليگانهاي فوق از قبيل آنزيم، سوبسترا و آزمايش
هاي تازه تهيه شده مورد استفاده صورت محلولهب

  . اند قرار گرفته
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  . سوبستراي سنتزي براي فعاليت كرزولازيMePAPh -3شكل
  

  
  . ساختار ليگاندها-4شكل

  
  يجه گيرينتبحث و 

 براي فعاليت كرزولازي كبر-يورلاين ونمودارهاي 
 را MePAPhتيروزيناز قارچ خوراكي كه 

 در حضور ،)به عنوان سوبسترا( له مي كندهيدروكسي
  وIso-propyl xanthate (I)هاي مختلف غلظت

iso-butyl xanthate (II) وiso-pentyl xanthate 
(III) به ترتيب نشان داده شده 7 و6 ،5 هايدر شكل 
سري  اين نمودارها يكII و I  تركيباتبراي. است

 خطوط راست هستند كه در سمت چپ محور
 اين I  تركيببراي. كنند همديگر را قطع ميعمودي

  تركيبو براي) 5شكل (تقاطع نزديك به محور افقي 
II كه نشان ) 6شكل ( كمي دورتر از محور افقي است
مقادير سرعت . ، مختلط استدهد نوع مهارمي

Vmax)ماكزيمم ظاهري 
 و ثابت ميكائيليس (’

Km)ظاهري 
Km) و همچنين شيب خطوط (’

´/ 
Vmax

ا مي توان در غلظت هاي مختلف  ر(´
نمودار ثانويه شيب .  به دست آورد(I, II)مهاركننده 

كند ايجاد ميدر مقابل غلظت مهاركننده خط راستي 

-شكل(است  Ki–ها Xكه محل تلاقي آن با محور 
). است II و I  تركيباتبراي 9 و 8  به ترتيبهاي

كه معكوس سرعت ديگر همچنين نمودار ثانويه 
 ،استدر مقابل غلظت مهاركننده   ظاهريماكزيمم

مي دهد كه محل تلاقي آن با تشكيل خط راستي 
 و10  به ترتيبهايشكل(است  αKi–ها Xمحور 

 فاكتور α ثابت مهار و Kiكه ) است II و I براي 11
اندركنش بين جايگاه اتصال سوبسترا و مهاركننده 

 III  تركيب برايكربر-يولاين ونمودارهاي . است
 كه يكديگر را ايجاد مي كندسري خطوط راست يك

مقدار . دقيقا روي محور عمودي قطع مي كنند
 IIIسرعت ماكزيمم ظاهري در حضور مهاركننده 

Km اما ،بدون تغيير مانده
 افزايش يافته است كه ´

نمودار ). 7شكل  (نشان دهنده مهار رقابتي است
شيب در هر غلظت مهاركننده در مقابل  ثانويه كه 

 مي باشد كه از (III) لظت هاي مختلف مهاركنندهغ
 (Ki-)ها ثابت مهار Xروي محل تلاقي آن با محور 

  ).12شكل (به دست مي آيد 
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 فعاليت كرزولازي تيروزيناز در αو Ki مقادير 
نوشته شده  1  در جدولIII و I، II  تركيباتحضور
 αبرابر بودن مقدار . است I، 2/1 براي αمقدار . است

 از نوع ، مهاربا يك اين معني را مي دهد كه
 هيچ اندركنشي ،در مهار غيررقابتي. استغيررقابتي 

. بين جايگاه اتصال مهاركننده و سوبسترا وجود ندارد
بين ) تعاوني منفي( يك اندركنش ضعيف ،بنابراين

 وجود دارد كه باعث Iجايگاه اتصال سوبسترا و 
 برابر II براي α مقدار.  از يك مي شودαانحراف كم 

 است كه نشان مي دهد با اضافه كردن يك 1/4با 
 تعاوني منفي بين ، به ساختار ليگاندCH2گروه 

جايگاه اتصال سوبسترا و مهاركننده افزايش يافته 
 به ليگاند CH2اضافه كردن يك گروه ديگر . است

نهايت  رقابتي با مقدار بيIIIباعث شده كه مهار براي 
دهد اندركنش بين جايگاه  نشان ميشود كه αبراي 

قدر زياد است كه اتصال سوبسترا و مهاركننده آن
فقط يا سوبسترا مي تواند به آنزيم متصل شود يا 

 ، نشان مي دهد1طور كه جدولهمان. مهاركننده
 و µM 8/9برابر با  I براي Kiبزرگترين مقدار 

 ،بنابراين. .µM 1/6 برابر با  IIIكوچكترين آن براي 
 زياد III تا Iتمايل اتصال مهاركننده به آنزيم از 

 CH2 فقط با اضافه كردن گروه ،تغيير نكرده است
تعاوني منفي بين جايگاه اتصال سوبسترا و مهاركننده 

  .زياد شده است
تغييرات انرژي آزاد استاندارد گيبس همچنين 

)(∆G° در  به آنزيماين سه ليگاند براي اتصال 
 °G∆ براي محاسبه. حاسبه شد مفعاليت كرزولازي

همان K  آن، كه در ).14( استفاده گرديد 1از رابطه 
 ثابت ع است كه از معكوس كردنثابت اتصال تجم

  . شده است حاصل Kiهاي مهار 
∆G° = -R T ln K  رابطهاين در، R ثابت 

  . دماي محيط استTگازها و 

  : محاسبه شده است(°G∆)بدين صورت مقادير 
∆G°= −0.008314×293×ln (1.0 × 105) = −28.1 kJ mol−1                              I         براي 
∆G°= −0.008314×293×ln (1.4 × 105) = −28.9 kJ mol−1                            I I      براي 
∆G°= −0.008314×293×ln (1.6 × 105) = −29.2 kJ mol−1                          I I I     براي 

  . نوشته شده است1 براي هر سه ليگاند در جدول °G∆)(مقادير 

0
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¹

 
 به  MePAPhنمودار لاين ويوربرگ سينتيك تيروزيناز قارچ خوراكي براي واكنش كرزولازي و استفاده از               -5 شكل

 ت آنزيمـي  گـراد و غلظ ـ  درجـه سـانتي  20 در دمـاي  pH = 8/6 ، ميلـي مـولار  10عنوان سوبسترا در بافر فسفات 
µg/ml68/112، در حضور غلظت هاي مختلف I:  

0 mM (■), 0.02 mM (◊), 0.0225 mM (▲), 0.025 mM (○), 0.03 mM (●) 
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 به  MePAPh  نمودار لاين ويوربرگ سينتيك تيروزيناز قارچ خوراكي براي واكنش كرزولازي و استفاده از                -6شكل

گـراد و غلظـت آنزيمـي     درجـه سـانتي  20 در دمـاي   pH = 8/6 ، ميلـي مـولار    10عنوان سوبسترا در بـافر فـسفات        
µg/ml68/112، در حضور غلظت هاي مختلف I I: 

 
0 mM (■), 0.0175 mM (◊), 0.02 mM  (▲), 0.0225 mM  (○), 0.025 mM (●) 

 

0

1

-0.013 0.002 0.017 0.032
1/[S] (µM)¹־

1/
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in
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¹

 
 بـه   MePAPhنمودار لاين ويوربرگ سينتيك تيروزيناز قارچ خوراكي براي واكنش كرزولازي و استفاده از               -7شكل

 گـراد و غلظـت آنزيمـي    درجـه سـانتي  20 در دمـاي  pH = 8/6 ، ميلـي مـولار  10عنوان سوبسترا در بافر فسفات 

µg/ml68/112، در حضور غلظت هاي مختلف I I I:  
0 mM (■), 0.0125 mM (◊), 0.015 mM (▲), 0.0175 mM  (○), 0.02 mM (●).  
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 كـه از روي نقطـه       اسـت  كه شيب در مقابل غلظـت مهاركننـده          5ل  نمودار ثانويه اول به دست آمده از شك        -8 شكل

 . به دست مي آيدX، -Kiتقاطع آن با محور 
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باشد كه از روي نقطـه       كه شيب در مقابل غلظت مهاركننده مي         6 نمودار ثانويه اول به دست آمده از شكل          -9 شكل

  . به دست مي آيدX، -Kiمحور تقاطع آن با 
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 كـه معكـوس سـرعت مـاكزيمم ظـاهري در مقابـل غلظـت                5ويه دوم به دست آمده از شـكل         نمودار ثان  - 10 شكل

  . به دست مي آيدX، -αKi كه از روي نقطه تقاطع آن با محور استمهاركننده 
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 كـه معكـوس سـرعت مـاكزيمم ظـاهري در مقابـل غلظـت                6  نمودار ثانويه دوم به دسـت آمـده از شـكل            -11شكل

   به دست مي آيدX، -αKiي نقطه تقاطع آن با محور مهاركننده مي باشد كه از رو
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 كه از روي نقطـه تقـاطع   قابل غلظت مهاركننده است كه شيب در م7نمودار ثانويه به دست آمده از شكل      -12شكل

   به دست مي آيدX، -Kiآن با محور 
  

 Propanol dithioxantate (I)، iso-butanol-2پارامترهاي ترموديناميكي اتصال   -1جدول 
dithioxantate (II) و iso-pentanol dithioxantate (III) 8/6 به تيروزيناز قارچ خوراكي در = pH و 

  .گراد درجه سانتي20دماي 
Reaction type Ligands Ka (M)−1 Ki (µM) ∆Gº(kJ mol)−1 α 
Cresolase activity I 

II 
III 

1.0 × 105 
1.4 × 105 
1.6 × 105 

9.8 
7.2 
6.1 

−28.1 
−28.9 
−29.2 

1.2 
4.1 
∞ 

      
بعضي از تركيبات تيول به خاطر توانايي چلات 

مي توانند به عنوان مهاركننده تيروزيناز  Cu+2كردن 
همچنين هر سه اين . )15( مورد استفاده قرار گيرند
 به عنوان مهاركننده عمل ،تركيبات تازه سنتز شده

ن آلكيل زانتات يك آنيو-nنمك سديم  هر. مي كنند
توليد مي كند و يك دم هيدروفوب  -Sحاوي گروه 

 1 در جدول °G∆ و Kiبا مقايسه مقادير . دارد
درمي يابيم كه اين سه ليگاند فعاليت كرزولازي 

. مهار كرده اندبه خوبي تيروزيناز قارچ خوراكي را 
نتايج در اينجا نشان مي دهند كه نوع پروسه اتصال 

اندركنش ز طريق ا  كرزولازيمهاركننده در فعاليت
 انتظار ،از اين رو. )16(  استهاي الكترواستاتيك

داريم كه هر سه مهاركننده در فعاليت كرزولازي به 
مشابه داشته  Ki ،خاطر داشتن گروه باردار مشابه

  .باشند
  

  تقدير و تشكر
س مركز  جناب آقاي پروفسور صبوري، ريياز

بيوفيزيك دانشگاه تهران به -تحقيقات بيوشيمي
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  .كنمميتحقيق، صميمانه تشكر طر فراهم آوردن امكانات لازم براي انجام اين خا
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