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  چكيده

ف با استفاده سوبستراهاي مختل اكسيداسيون ها باشد كه وظيفه اصلي آن دار مي هاي  هم ينئپروتجزء  ) EC 1.11.1.7( آنزيم پراكسيداز
آزاد و بالا بـودن قـدرت كاتـاليتيكي كـاربرد وسـيعي در صـنعت        هاي آنزيم در حذف راديكال دليل نقش اينبه . باشد يم از پراكسيد هيدروژن

توسـط متخصـص بـه بيمـاران تجـويز       هدف از اين تحقيق، بررسي اثر برخي داروهاي فشـار خـون موجـود كـه     .پزشكي و عرصه بيوشيمي دارد
از در حضـور  در عمـل، ابتـدا فعاليـت آنـزيم پراكسـيد     . باشـد  آنزيم پراكسيداز مـي ي كنند رو هاي مختلف عمل مي شوند و از طريق مكانسيم مي

نتايج نشـان دادنـد كـه    .  بررسي و درصد فعاليت آنزيم مشخص گرديد آتنولول، لوزارتان و كاپتوپريل،هاي مختلف داروهاي مورد نظر،  غلظت
سپس با تغيير . لوزارتان و كاپتوپريل نقش باز دارنده را براي اين آنزيم دارندكند، در حالي كه  وان فعال كننده پراكسيداز عمل ميآتنونول به عن

از  .هـا  محاسـبه شـد    آن VmaxوKm  گيـري و مقـادير   نزيم انـدازه اين تركيبات فعاليت آ IC50دادن غلظت يكي از سوبستراها در حضور غلظت 
نتايج اين بخش نشان دادند كه مهـار و يـا فعـال شـدن     .  رسي و اثبات گرديدپذيري واكنش نيز با استفاده از روش دياليز بر طرفي، ميزان برگشت
   .پذير است سط هر سه داروي فوق از نوع برگشتآنزيم پراكسيداز تو

  
  .، مهاركننده آنزيمكننده آنزيم فعالپراكسيداز، فشار خون،  :كلمات كليدي
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  مقدمه
 Reactive Oxygen(هاي فعال اكسيژن  گونه

Species, ROS (با عمر كوتاه  هايي مولكول
.  اند احياء اكسيژن مولكولي ايجاد شده باشند كه از مي

قلبي موجود در سيستم هاي مختلف آنزيمي  سيستم
و با استفاده از سوبستراي مناسب، موجب ايجاد عروقي 

.  شوند مي هاي فعال اكسيژن گونهيا از بين بردن موثر 
اكسيدانت و يا هاي  آنزيمبنابراين، افزايش فعاليت 

زمينه را براي  اكسيدانت هاي آنتي كاهش فعاليت آنزيم
در . كنند هاي اكسيداتيو فراهم مي افزايش خطر استرس

يكي توليد و از بين رفتن شرايط نرمال فيزيولوژ
يق در اي بسيار ظريف و دق هاي آزاد به گونه راديكال

شرايط  برخيدر مقابل، . شوند ها كنترل مي جدار رگ
فيزيولوژيكي مانند ديابت، افزايش كلسترول و فشار 

هاي قلبي عروقي را فراهم  كه زمينه بيماري ،خون بالا
هاي  و توليد راديكالهمه با استرس اكسيداتيو  ،كنند مي

اند كه اين نوع  مطالعات زياد نشان داده .اند همراهآزاد 
ن استرس دليل اصلي آترواسكلروز و در نتيجه فشار خو

ار خون عارضه خطرناك و فش .)13 و12، 4( بالا است
كننده زندگي است كه به دلايل مختلف از گاه تهديد

شود و گاه  ها ايجاد مي جمله بيماري خشك شدن رگ
اروهاي فشار د. تا انتهاي عمر بيمار با او همراه است

ايش فشار خون هاي مختلف افز خون از طريق مكانيسم
ها در اغلب  ند و استفاده از آنكن سرخرگي را كنترل مي

از طرفي، در  .بيماران مبتلا به اين عارضه ضروري است
 5(مانند همه داروهاي ديگر تجويز اين نوع داروها 

  .بايد عوارض جانبي مورد نظر قرار گيرد )11و
ترين مكانيسم ايجاد اثرات جانبي داروها،  شايع

 .ها است ها روي برخي آنزيم اثرات ناخواسته آن
داروها تحقيقات گسترده در مورد اثر جانبي بسياري از 

ها از طريق منع آنزيمي  اند كه برخي از آن نشان داده
گاه بسيار مهم و  موجب بروز عوارض ناخواسته و

توانند، مانند بسياري از  داروها مي. شوند خطرناك مي
يبات شيميايي ديگر، به عنوان بازدارنده يا فعال ترك

عمل منع و يا فعال شدن  .ا عمل كننده كننده آنزيم
و مورد  )3(آنزيمي، اگر چه در برخي صنايع مطلوب 

استفاده است، ولي در داروسازي و طراحي داروها بايد 
  . با دقت تحت نظارت و كنترل باشد

 EC1.11.1.7با شماره كميته آنزيمي  پراكسيدازها
ها  شوند كه همه آن ميرا شامل  ها از آنزيم تعداد زيادي

با استفاده از هيدروژن پراكسيد عمل دهيدروژناسيون 
تحقيقات . كنند ه وسيعي سوبستراها را كاتاليز ميدست

هاي مختلف مواد آلي  پيشين گروه تحقيقاتي ما اثر دسته
و ساير ) 10و  9( و معدني روي فعاليت آنزيم پراكسيداز

شگاه مورد در آزماي )8و2(اكسيدانت  هاي آنتي آنزيم
در مورد اثر جانبي داروها و به  .اند قرار گرفتهبررسي 

خصوص روي فعاليت آنزيم ها منابع كمتري وجود 
در تحقيق حاضر، اثر سه نوع داروي ضد . )7(دارند 

فشار خون، آتنولول، لوزارتان و كاپتوپريل،  بر روي 
آنزيم پراكسيداز در آزمايشگاه بررسي و پارامترهاي 

  .اند گيري شده ي اندازهسينيتيك
  

  ها مواد و روش
، آمينـو آنتـي    HRPآنزيم پراكسيداز ترب كوهي 

پيــرين، فنــل، هيــدروژن پــر اكســيد منــو و دي فســفات  
هيدروژن پتاسيم فسفات از شركت مـرك خريـداري و   

داروهـاي  . به همان صورت مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد   
توليـد  ) كاپتوپريـل  –لوزارتـان   –آتنولـول  (فشار خـون  

هـاي   معـرف . ي سـبحان رشـت بودنـد   شركت داروسـاز 
شيميائي، آكريل آميد، آمونيم پرسولفات، كوماسي بلـو  
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ــورز پلــي آكريــل آميــد همــه از   لو حــلا هــاي الكتروف
 .توليدات شركت شيميايي مرك بودند

  بررسي خلوص آنزيم توسط الكتروفورز
در تمامي مطالعات سينتيكي بايد آنزيم مورد 

رت وجود ناخالصي ، زيرا در صواستفاده خالص باشد
توان نتايج بدست آمده را صرفاً به ماده مورد مطالعه  نمي

تواند به عنوان  ناخالصي موجود نيز مي نسبت داد و
براي . كننده با فعال كننده در اين نتايج موثر باشندمهار

بررسي خلوص آنزيم از روش سديم دودسيل سولفات 

ژل . پلي آكريل آميد ژل الكتروفورز استفاده گرديد
تهيه شدند و  5/2پائيني غلظت و  5/3پائيني با غلظت 

آميزي با استفاده از كوماسي برليانت بلو انجام  رنگ
و ماركر وزن  ژل حاصل از آنزيم 1شكل  .گرفت

وجود يك باند منفرد و  .دهد مولكولي را نشان مي
دهنده  و بدون باندهاي ضعيف مداخل نشان واضح

  .خلوص آنزيم است

 

  
  ستون اول سمت راست ماركر وزن  .الكتروفورگرام پراكسيداز رنگ آميزي شده با كوماسي بريليانت بلو :1شكل 

  .ن و ستون دوم پراكسيداز خالص استملكولي پروتئي
  

  گيري فعاليت آنزيم روش اندازه
محلول پراكسيد هيدروژن آنزيم، سوبستراهاي 

M0017/0 آمينو آنتي پيرين -4 وM 0025/0  با نسبت
مخلوط شده و  )از هر كدام ميكروليتر 475(يك به يك 

 نمونه حلول آنزيم به محتويات سلم ميكروليتر 50سپس
ه سرعت واكنش آنزيمي ب، پس از بهم زدن .افزوده شد

در  )ΔA/min( زمان در مقابلصورت تغييرات جذب 
  .نانومتر ثبت گرديد 510طول موج 

 يهعل جذب تغييرات آنزيمي، فعاليت تعيين جهت
 تقسيم 58/6 ثابت عدد به )OD يا ΔA/min( زمان

  .گرديد
( )min

/

AOD
A


 6   آنزيم فعاليت 58
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  درصد فعاليت نسبي آنزيمي 
لوزارتـــان، كاپتوپريـــل و  ابتـــدا محلـــول اســـتوك

ــول در بافرفســفات ــا ) =M2/0 )2/7pH آتنون ــه و ب تهي
ميكرومـولار داروهـا    8ا ت ـ 1/0هاي  استفاده از آن غلظت

يكي آنزيم در حضور هر يك از فعاليت بيولوژ. يه شدته
 فعاليـت نسـبي  محاسـبه  بـراي   .گيري شد ها اندازه غلظت
سـرعت   Viاز فرمول زير استفاده شـد كـه در آن    آنزيم

 V0 هر يك از داروهاي مورد نظـر و آنزيمي در حضور 

  .  فوق استسرعت اوليه آنزيم بدون حضور تركيبات 

i

o

V

V
 100 درصد فعاليت نسبي  

ــان و   ــه دو داروي لوزارتـ ــد كـ ــان دادنـ ــايج نشـ نتـ
كاپتوپريــل بــه عنــوان بازدارنــده عمــل كــرده و ســرعت 

ل واكنش آنزيم را كاهش دادنـد، در حـالي كـه آتنونـو    
نش آنزيمـي را  نقش فعال كننده داشـت و سـرعت واك ـ  

آنـزيم   عاليـت ف 1 نمـودار نمونـه،  بـه عنـوان    .داد افزايش
را نشــان حضــور كاپتوپريــل و لوزارتــان پراكســيداز در 

  .دهد مي

  

  
  .يت آنزيم پراكسيداز در آزمايشگاهبازدارندگي كاپتوپريل و لوزارتان روي فعال اثر :1 نمودار

 
   پارامترهاي سينتيكيتعيين 
ــراي  ــدازهب ــزيم گيــري ان ، پارامترهــاي ســينتيكي آن
هاي مختلف سوبسترا در حضـور و   در غلظت نفعاليت آ

. شـد گيـري   ور تركيبـات مـورد مطالعـه انـدازه    حضعدم 
آمينـوآنتي   -4هـاي مختلـف    براي اين منظور از غلظـت 

فعاليـت آنـزيم در   . گرديـد  استفاده) mm 5-40(پيرين 

از تلــف سوبسـترا محاســبه و بـا اســتفاده   هـاي مخ  غلظـت 
 Km ثابت مكاليس منـتن  پارامترهاي EXCELافزار نرم

ــزيم   ــرعت آنـ ــداكثر سـ ــبه  Vmaxو حـ ــدمحاسـ  ندشـ
  ).4و  3، 2 نمودارهاي(
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  )IC50(ميكرومولار  100نمودار لاينويور برك آنزيم پراكسيداز در حضور كاپتوپريل  :2 نمودار

  
  

  
  )IC50(ميكرومولار  100نمودار لاينويور برك آنزيم پراكسيداز در حضور آتنونول  :3 نمودار

  
  

  
  .لوزارتان) IC50(ميكرومولار  2400حضور برك  واكنش آنزيمي در  -منحني لاينويور :4 نمودار
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  بحث
هــاي عروقــي توســط  در ســلول ROSمنبــع اصــلي 

NAD(P)H زيـر واحـدهاي   . گيـرد  اكسيداز شكل مي
هـاي   ال، راديك ـO2اين آنزيم پس از انتقال الكترون بـه  

تـرين گونـه فعـال     كننـد كـه مهـم    سوپراكسيد توليد مـي 
ديگــر  تهــاي اكســيدان ز جملــه آنــزيما .اكســيژن اســت

يداز و ميلـو پراكسـيداز اشـاره    توان بـه گـزانتين اكس ـ   مي
گزانتين آنزيم اول در اكسيداسيون گزانتين و هيپـو . كرد

سوپر اكسيد و پراكسيد توليد  ،در طول متابوليسم پورين
توليـد اسـيد   اكسـيداز نيـز در   كند و ميلو پر هيدروژن مي

ــزيم ،در مقابــل. كلــوروز نقــش داردهيپو هــاي آنتــي  آن
موتاز سيستم دفاعي در اكسيد ديسسوپر مانند تكسيدانا

كـه  د نباش ـ هـاي عروقـي مـي    مقابل سوپراكسيد در سلول
گلوتاتيون . شوند مي ROSموجب جذب و از بين بردن 

ــدروژن و     ــيد هي ــوثر پراكس ــور م ــه ط ــز ب ــيداز ني پراكس
اهش اكسيد ليپيدي را به آب و الكل هـاي ليپيـدي ك ـ  پر
درون  تآنزيم آنتي اكسيدان پراكسيداز يكي از. دهد مي

و سيتوزولي  سلولي است كه در پراكسي زوهاي سلولي
 O2اكسيد هيدروژن را به آب و جاي دارد و واكنش پر

محركـي بـراي توليـد     IIآنژيوتانسـين  . كنـد  كاتاليز مـي 
ROS كه اين عمـل را از   باشد هاي عروقي مي در سلول
 اكســيداز NAD(P)Hآنــزيم  افــزايش فعاليــت طريــق

   .)13و12(دهد  نجام ميا
ــار خـــون نظيـــر   گروهـــي از داروهـــاي ضـــد فشـ

ــين   ــدل آنژيوتانســـ ــزيم مبـــ و  IIبازدارنـــــدگان آنـــ
 تبه عنوان آنتي اكسيدان AT1هاي گيرنده  انتاگونيست

 II غير مستقيم عمل كرده و مـانع از عمـل آنژيوتانسـين   
 NAD(P)H فعاليــت آنــزيم و در نتيجــه  شــوند مــي

  . )15و12(شود  كاسته مياكسيداز 

با توجه بـه مطالعـات انجـام شـده و اهميـت آنـزيم       
پراكســيداز چــه در صــنعت و چــه در پزشــكي، در ايــن  

 ــ ــق اث ــون   تحقي ــار خ ــد فش ــه داروي ض ــول، (ر س آتنول
  .روي اين آنزيم بررسي شد) وپريل، كاپتلوزارتان

آتنولول باعث افـزايش   كهنتايج حاصل نشان دادند 
اين در حالي است كه  .شود پراكسيداز ميفعاليت آنزيم 

ــان و كاپتوپريــل باعــث كــاهش فعاليــت شــدند   . لوزارت
نبـوده   قدرت مهاركنندگي در دو تركيب اخيـر يكسـان  

توپريل با غلظتـي  مولار و كاپ ميلي 24لوزارتان با غلظت 
مـولار موجـب كـاهش فعاليـت آنـزيم تـا        ميلي 1برابر با 
 حالـت بـدون مهـار كننـده شـدند      نسبت بـه  50%حدود 

)IC50( .كننــدگي قــدرت مهار بايــد توجــه داشــت كــه
تا جايي كـه   استلوزارتان  از بيشتربه مراتب كاپتوپريل 
را بـه  هاي بالاتر اين تركيبـات فعاليـت آنـزيم     در غلظت

 4آتنولول در غلظت  ،در مقابل .گرداند صفر نزديك مي
برابري فعاليت آنزيم شـده   5/1مولار باعث افزايش  ميلي
   .است

  ن پارامترهــــاي ســــينيتيكيآورد بــــراي بدســــت
Vmax   وKm ،هـر  لاينور برك بـراي   نمودارهاي آنزيم

ــم  ــات رس ــك از تركيب  ــ ي ــق آن مق ــق اديو از طري ر دقي
Vmax ،Km  به طـوري   .)1جدول( تعيين گرديدمربوطه

 Vmaxحضور كاپتوپريـل كـاهش    شود، كه ملاحظه مي
ــاهده گ mKآنـــزيم و ثبـــات تقريبـــي رديـــد كـــه مشـ

 .باشـد  غير رقابتي مـي از طريق مهار دهنده مكانيسم  نشان
كه كاپتوپريل بـه جايگـاهي    توان ادعا نمود مي بنابراين،

پـس  از جايگاه فعال اتصال يافته است به طوري كـه  غير 
كنـد   يجايگاه فعال آنزيم را دستخوش تغيير م از اتصال

. دهـد  را انجـام مـي   و بدين صورت عمل مهـار آنزيمـي  
.)6( شـود  جايگاه اثـر كننـده ناميـده مـي     جايگاه مذكور
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 33   ... داروهاي پايين آورنده فشار خون بر سينيتيك اثر برخي

  ها آن IC50ها در غلظت  اثر كنندهمقايسه پارامترهاي سينتيكي :  1جدول 

)min(max
molV  )(molKm  نام اثر كننده  

/  21 27 10  578/6  ---  

/  34 5   كاپتوپريل  666/6  10

/  39 2   لوزارتان  405/5  10

 311   آتنولول  609/0  10

  
دهـد كـه در حضـور     هم چنـين نشـان مـي    1جدول 

ــان، كــاهش  ايجــاد  Kmو كــاهش نســبي  Vmaxلوزارت
اين نوع رفتار سينيتيكي مويـد مهـار از نـوع    . اند گرديده

و از آنجـــا كـــه دو نمـــودار  )14( باشـــند مـــيمخـــتلط 
ــور   ــايين مح ــوربرك در پ ــع   xلاين ــديگر را قط ــا هم ه

توان ادعا كرد كه مهار مختلط از نوع غيـر   مي اند، نموده
ــابتي  ــابتي باشــد –رق  – Noncompetitive( نارق

uncompetitive Inhibition ()4نمودار.(  
كه يك تركيب فعـال كننـده    ،اما در مورد آتنولول

ده ثابـت  دهن ـ نشـان ربرك يـو منحنـي لاينو  نمودار، است
 رفتـار كه اين باشد  مي Km و كاهش شديد Vmaxبودن 

از . گــردد ايش تقريبــي فعاليــت آنــزيم مــيموجــب افــز
 Kmآنجايي كه اين دارو سـبب كـاهش قابـل ملاحظـه     

مايل آنـزيم بـه سوبسـترا    شده است پس در حضور آن ت
تـوان گفـت كـه مكانيسـم      در نتيجه مـي . يابد افزايش مي

حضور آتنولـول هماننـد    از درفعال شدن آنزيم پراكسيد
آتنولـول  به اين ترتيب، . باشد هاي مختلط مي مهار كننده

فعـال كننـده غيـر ضـروري      يـك  تـوان بـه عنـوان    را مي
آنزيم در غياب اين  به اين معني كه .)1( نمود بندي دسته

 طبيعــي خــود بــوده وبــه فعاليــت  قــادرفعــال كننــده نيــز 

سـازي   بـراي فعـال  ها  فعال كنندهنوع وجود اين نابراين، ب
  . الزامي نيستآنزيم 

با توجـه بـه سـاختمان شـيميايي سـه داروي فـوق و       
منطقـي بـه نظـر    ، )2جـدول  (ساختار جايگاه فعال آنزيم 

رسد هيچكدام از داروهـاي فـوق  از طريـق جايگـاه      مي
ــر نكن  ــزيم اث ــال آن ــفع ــه . دن ــاي  اگــر چــه وجــود حلق ه

ــيش روآ ــول پ ــان و آتنول ــي ماتيــك در لوزارت ــراي  بين ب
د ولـي انـدازه مولكـول و وجـود     شباهت به سوبسترا دار

كند كه  ميني مختلف ايجاد بارهاي منفي ميهاي آ گروه
رود آن و آرژنـين و  توجه به اسيدهاي آمينه هيستيدين با

  . كند را به جايگاه غير ممكن مي
 شــامل ،هــاي اكسـيده كننـده   كـه آنـزيم  از آنجـائي  
و بوده هاي آزاد  كالعامل جذب رادي ،آنزيم پراكسيداز

ــادلدر نتيجــه در  ــد  تع ــارخون نقــش دارن ــابراين  ،فش بن
ه از طريـق مهـار   داروهايي نظير كاپتوپريل و لوزارتان ك

كنند ممكن است اثرات جانبي ايجاد  اين آنزيم عمل مي
ــول اثــر فعــال كننــدگي  . نماينــد در مقابــل داروي آتنول
نهـا اثـر   شـود نـه ت   ي داشتند و بنابراين پيش بيني مـي جزي

جانبي در مكانيسم جذب راديكال آزاد نـدارد بلكـه بـه    
ــرد       ــد ك ــك خواه ــدي كم ــا ح ــزيم ت ــل آن ــن عم .اي
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  سپاسگزاري
بدينوسيله از كليه كساني كه در اجراي اين تحقيـق  

  .ما را ياري نمودند تشكر مي نمائيم
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