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  چكيده

ه عنوان يك آنزيم مؤثر در سطوح متفاوت حيات نشان داد هبيروزيناز ات :مقدمه و هدف
تنوع . استاين اهميت هم از نظر عملكرد و هم از نظر ساختار و پايداري آنزيم مهم . شده است
هر دو فعاليت سينتيك آنزيم در امكان بررسي ليگاندهاي متفاوت روي  ،رايي آنزيمسوبست

عملكرد سينتيكي پيچيده آنزيم  و نيز فعاليت و . دكن كاتكولازي و كرزولازي را فراهم مي
  . درپي از نظر مكانيسمي هنوز به خوبي شناخته نشده است ساختار آن در اين دو واكنش پي

  يو ساختار آنزيم تايروزيناز قارچ خوراك كينتيز  كبالت  بر ستأثير فلتعيين : هدف
نمايي حلقوي  هاي دو رنگ در اين مطالعه، ساختار آنزيم با استفاده از تكنيك :مواد و روش كار

)CD ( و فلوئورسانس و نيز فعاليت سينتيكي آن با استفاده از سوبستراي طبيعي كافئيك
 برابر pHدر مولار و  ميلي 9/0و  6/0، 2/0هاي صفر،  ظتبا غل +Co2 اسيد در حضور يون فلزي 

كننده برروي آنزيم و تمايل آن به  كه تأثير فعال β و α هاي ثابت .بررسي شد 9و  8 ،7، 6
به  +Co2هاي ثانويه لاينووربرك براي آنزيم و  دهند با ترسيم منحني سوبسترا را نشان مي

  .دست آمدند
كننده  م تايروزيناز براي يون فلزي فوق از الگوي فعالسازي آنزي سينتيك فعال :نتايج

دهد، پيوند ليگاند فلزي با آنزيم باعث  نشان مي) >α )1αمقادير . غيرضروري پيروي كرد
دهد، پيوند سوبسترا به  نيز نشان مي) β )1>β مقادير . شود افزايش تمايل سوبسترا به آن مي

) Kcat(ا از طريق افزايش ثابت كاتاليتيكي آنزيم تواند تسريع حداكثر سرعت آنزيم ر آنزيم مي
برابر هفت به  pHدر  +Co2بيشترين فعاليت آنزيم در عدم حضور يون . به دنبال داشته باشد

واري حلقوي نشان  هاي فلوئورسانس و بيضي بررسي ساختاري آنزيم با تكنيك. دست آمد
را به  اختار سوم پايداري آنزيمچه از نظر ساختار دوم و چه س +Co2، 9برابر  pHداد، در 

  . دنبال دارد
به طور خلاصه، نتايج حاصل از مطالعات سينتيكي و ساختاري آنزيم، الگوي  :گيري نتيجه
پيوند احتمالي اين ليگاند . نشان داد +Co2سازي غيرضروري آنزيم را توسط ليگاند فلزي  فعال

. ثر آلوستريكي به دنبال خواهد داشتسازي آنزيم را از طريق ا در نزديكي موضع فعال، فعال
  .   از طرفي لزوماً شرايط مناسب فعاليت آنزيم همان شرايط مناسب پايداري آنزيم نخواهد بود

 تايروزيناز قارچي، كبالت، سينتيك، ساختار :واژگان كليدي
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  مقدمه
  EC 1.14.18.1) :اكسيداز فنل پلي(آنزيم تايروزيناز 

هاي ملانين در پوست و مو  آنزيم كليدي توليد رنگدانه
در سطوح متفاوت حيات از سطوح پايين تا كه است 

نوع متداول اين  . )2و1( شود ديده ميتر  موجودات عالي
از قارچ خوراكي گونه ط، مطالعات مرتب و برايآنزيم 

Agaricus bisporus كيلو 130تا  110وزن ملكولي  با 
آنزيم يك پروتئين تترامر مركب از  اين .)2(است دالتون 

. استدالتوني  كيلو  32زيرواحد يكسان كاتاليتيكي دو 
حاوي دو  آن ، ساختمان تترامريك1970در دهه 
يلو ك 13و دو واحد  (H)دالتوني  كيلو 43زيرواحد 
 ساختار چهارم آنزيم به. )3( بيان شد (L)دالتوني 

 110 اً با وزن ملكولي تقريب 22LHصورت تترامريك 
  .)4(است دالتون و حاوي چهار اتم مس  كيلو

پروتئين با يون فلزي از نظر بيوشيميايي و  كنش ميان
مطالعه اندركنش . قرار داردپاتولوژيك مورد توجه 

فلزي و پروتئين با توجه به پايداري هاي  يون
و  5(است اهميت  داراي ها كي آنينتيترموديناميكي و س

توانند درخصوص فعاليت آنزيمي  چنين مطالعاتي مي .)6
تحت شرايط سميت و تحمل ناشي از حضور فلزات 

 در موردشده  بررسي مطالعات انجام .)7( گشا باشند راه
از  ته شدن ملانينساخهاي فلزي روي فرآيند  اثر يون

ها  اين كاتيون ،دهد نشان مينظر غيرآنزيماتيك  نقطه
هاي فلزي  يون .)9و 8( دهند ها را تغيير مي خواص ملانين

چنين  ، هم)10(ه باعث دستكاري ساختاري ملانين شد
. )11(هستند  گذارتأثير نيز روي تجمع و توليد دوپاكروم

 ،نهاي حاوي ملاني يك خصوصيت قابل توجه بافت
 فلزات سنگين از جملههاي  يونحضور مشخص 

عنوان  هب .)12( ستا ها روي، مس و آهن در آن هاي يون
هاي فلزي در كوروئيد  نمونه، سطح بالايي از اين يون

 ، نقاط پيگمانتاسيوني)15( ، موي سياه)14و 13( چشم
هاي  شده از اسب و ملانومهاي جدا و ملانوزوم )16(

اگرچه استفاده از  .)17( انساني يافت شده است
 ساخته شدن ملانينليگاندهاي فلزي روي فرايند 

مطالعه اما  ،مطالعات متفاوتي را به خود اختصاص داده
خصوص ه ها روي فعاليت آنزيم و ب تأثير مستقيم آن

اين  ،قابل ذكر است. پايداري آنزيم انجام نشده است
 يفلزهاي  يونهايي وجود دارد كه اين  آنزيم در بافت

ه ها ب و وجود آن هستندجزئي از محيط فيزيولوژيك آن 
تواند بر آنزيم  خصوص در شرايط سميت فلزي مي

نقش فلز مس به دليل وجود آن در . تأثيرگذار باشد
ساختار موضع فعال آنزيم و يك فلز واسطه انتقالي با 
قابليت كئوردينانس و اتصال متنوع و نيز فلز نيكل 

روي  ،به مس براي مقايسه عنوان يك فلز نزديك هب
در مطالعات قبلي فعاليت، پايداري و ساختار آنزيم 

در اين  .)18( مورد بررسي قرار گرفته استن امحقق
اثر فلز انتقالي كبالت كه در جدول تناوبي از  ،مطالعه

نزديك به  ،نظر ظرفيت و نيز قابليت كئوردينانس و پيوند
اختار آنزيم ، روي فعاليت و ساستدو فلز مس و نيكل 

  . گيرد تايروزيناز مورد مطالعه قرار مي
  

  ها مواد و روش
 1. 14. 18. 1 ميبا كد آنزي تايروزيناز قارچ خوراكي

 3400و فعاليت ويژه كيلودالتون  120با وزن مولكولي  و
 ،)T-7755(سيگما شركت از  پروتئين  گرم واحد بر ميلي

 ،42HPONa، هيدروكسي كافئيك اسيد دي
42PONaH  وCoSO4 از منابع معتبر  مرك شركت

  . خريداري شدند
  

  سنجش فعاليت آنزيم 
ها  تايروزيناز دو عملكرد متوالي هيدروكسيلازي فنل

هاي مربوطه  ها به كينون فنل  ها و اكسيدازي دي فنل به دي
نتيكي اين دو فعاليت يهاي س سنجش. كند ميرا كاتاليز 

فنلي متنوع انجام  وبستراهاي منوفنلي و ديدر حضور س
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هاي كاتكولازي در  نتيكي واكنشيسنجش س .گيرد مي
 Bio 100به كمك اسپكتروفتومتري كري مدل  ها آزمايش

هاي تازه  از غلظت ها در آزمايش. صورت گرفت
هاي آنزيمي  تمام واكنش. سوبسترا و آنزيم استفاده شد

در  8/6برابر  pH مولار در ميلي دهدر بافر فسفات 
سي كوارتز و به كمك سيستم تنظيم  هاي يك سي كووت

. انجام شدگراد  درجه سانتي بيستحرارتي در دماي 
. است چهلتعداد واحد آنزيم در هر واكنش كاتكولازي 

مطابق بيان يك واحد آنزيماتيك معادل با تغيير جذب 
 265اسكوربيك اسيد در دقيقه در طول موج  001/0

ليتر مخلوط واكنش حاوي سوبستراي  ميلي سهر نانومتر د
روش از در سنجش آنزيم  .استدوپا و يا كاتكول  - ال

ن او نيز مطالعات قبلي محقق )19(و فريدن  ميالبيو
هاي كاتكولازي  واكنش .)18و 20-21(استفاده شد

 اسيد در فنلي يعني كافئيك برداشت سوبستراي دي
ماكزيمم  لار باميكرومو 20و  15، 10، 5، 2هاي  غلظت

اين ماده به . نانومتر در نظر گرفته شد 311طول موج آن 
شود و از پليمريزاسيون  ل ميكينون مربوطه تبديارتو

ه هاي ملانين ب رنگيزه ميدر يك فرآيند غيرآنزيها  كينون
هاي مختلف يون  بررسي اثر غلظت براي. آيد وجود مي

Co2+ ) ،در ) مولار ميلي 9/0و  6/0، 2/0صفرpH  مختلف
فعاليت آنزيم در واكنش كاتكولازي با ) 9و  8 ،7، 6(

واحد  چهليا كه معادل ميكرومولار  8/11 غلظت آنزيم 
  .شدبررسي  دقيقه دودر زمان بود ليتر  در ميلي

نمايي حلقوي  سنجي به روش دورنگ مطالعه طيف
(CD)   

نمايي حلقوي در ناحيه فرابنفش دور  مطالعه دورنگ
(Far-UV-CD) نانومتر  260تا  190طول موج  در محدوده

 با ،كه مطابق با جذب پيوندهاي پپتيدي است
براي به دست آوردن مقادير . اسپكتروپلاريمتر انجام شد

ساختار دوم منظم تايروزيناز قارچ خوراكي اين 
ليتر آنزيم  گرم در ميلي ميلي 21/0سنجي در غلظت  طيف

انجام  8/6ابر بر pHمولار و  ميلي دهدر بافر فسفات 
هاي به دست آمده با سه بار تكرار و  طيف .گرفت

افزار  نرم باعنوان شاهد،  تصحيح در برابر بافر به
 مخصوص كاهش نويز از طريق تبديل فوريه كاملاً

نتايج حاصل برحسب . صاف شدند
][dmol/cm(deg(واري بيضي 2θ براساس متوسط ،

براي تايروزيناز دالتون و  125 (MRW)وزن هر آمينواسيد 
كيلو دالتون بيان  120قارچ خوراكي با وزن مولكولي 

ا استفاده از رابطه واري مولي ب بيضي. )9( شدند
)MRW(][ cl/obsθ××100=θ  محاسبه شد
شده در يك طول موج  واري مشاهده بيضي obsθكه

ليتر  يليگرم بر م غلظت پروتئين برحسب ميلي Cخاص، 
. استمتر  طول ضخامت عبور نور برحسب سانتي lو 

و  +Co2  يون مولار ميلي 2/0 در حضور غلظت ها آزمايش
هاي مربوط  داده. صورت گرفت 9و  8 ،7، 6 يها pHدر 

 CD)واري  هاي بيضي افزار آناليز طيف به كمك نرم

spectra deconvolution)  براي محاسبه درصد ساختارها
  .و تحليل قرار گرفتند مورد تجزيه

  
  مطالعات فلوئورسانس ذاتي

براي بررسي ساختار سوم تايروزيناز قارچ خوراكي 
در شرايط متفاوت از روش فلوئورسانس ذاتي استفاده 

اه دستگ باگيري شدت فلوئورسانس ذاتي  ندازها .شد
، حاوي كووت MPF-4 اسپكتروفلوريمتر هيتاچي مدل

 17/0با غلظت  آنزيم .قابل تنظيم حرارت صورت گرفت
 pH مولار با ميلي دهليتر در بافر فسفات  گرم بر ميلي ميلي
در  ميآنزيشدت فلوئورسانس محلول . تهيه شد 8/6برابر 

ي ها pHدر و  +Co2   يون مولار ميلي 2/0 حضور غلظت
 تحريك آنزيم جطول مو. دشبررسي  9و  8 ،7، 6 برابر
تا  300وج نشري طول مها در  دادهو  بودنانومتر  280
  .آوري شدند نانومتر جمع 450
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در هر  +Co2يون هاي ثابت  هاي جفت معكوس لاينووربرك براي فعاليت كاتكولاز تايروزيناز در غلظت منحني .1شكل

 (Ж) 9/0 و(■) 6/0 ،(♦)2/0 ،(▲) صفر در نمودارها عبارت از +Co2يون هاي ثابت  غلظت. سري سوبسترا ترسيم شده است
  .اند ترسيم شده 9و  8، 7، 6برابر  pHبه ترتيب در  dو  c, b, aنمودارهاي . است مولار ليمي

  
  نتايج 

تايروزيناز به كمك آنزيم سنجش فعاليت كاتكولازي 
 +Co2 هاي متفاوت در غلظتاسيد  سوبستراي كافئيك

را به افزايش فعاليت آنزيم  +Co2حضور يون . انجام شد
 ،هاي به دست آمده ه از دادهو با استفاد دنبال داشت

  ). 1شكل ( شدهاي لاينوربرك رسم  منحني
توان مقادير سرعت  مي ،ها با استفاده از اين منحني

و ثابت تفكيك ظاهري سوبسترا ('Vmax)  ماكزيمم ظاهري
(Ks') هاي ثابت يون فلزي به ترتيب از  را در غلظت

ل مد. مقادير عرض از مبدأ و طول از مبدأ به دست آورد
كنندگي غيرضرور  توان در حالت فعال تعادل سريع را مي

 2مطابق شكل  (A)كننده  يك آنزيم در حضور يك فعال

 Vmax' = Vmax  (1 +  βدر اين مدل مقدار   . به كار گرفت

[A]/  α KA )/(1 + [A]/ α KA)  و Ks' = KS   (1+ [A]/ KA 

)/(1 + [A]/ α KA)  كه  استKS  از سوبسترا ثابت تفكيك
 β و α و كننده از آنزيم ثابت تفكيك فعال KAو آنزيم 
كننده روي آنزيم در  هايي هستند كه تأثير فعال ثابت

مقادير اين . دهند تمايل آن به سوبسترا را نشان مي
سازي  ي ثانويه فعالها پارامترها با ترسيم منحني

به دست آمده و در جدول ) 4و  3هاي  شكل(غيرضرور 
كه به ترتيب از عرض KS و Vmax مقادير . دان ارائه شده 1

هاي جفت معكوس لاينووربرك در  و طول از مبدأ منحني
 1آيند نيز در جدول  كننده به دست مي عدم حضور فعال

 . اند ارائه شده
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روي ساختار دوم  +Co2اثر يون فلزي براي شناخت 
پس از به دست  .استفاده شد Far-UV-CD از روشآنزيم 

ها با كمك  هاي مربوطه و نيز آناليز آنآوردن نمودار
هاي مربوط به ساختار دوم  داده، CDافزار مخصوص  نرم

با استفاده از روش  .اند نشان داده شده 2آنزيم در جدول 

فلوئورسانس ذاتي وضعيت ساختار سوم پروتئين در 
، 7، 6برابر  pHدر  +Co2 عدم حضور ليگاند و در حضور

  ). 5شكل (د شبررسي  9و  8
  

  
  

  .كند كننده غيرضرور پيروي مي كننده كه از مدل فعال سوبسترا و فعال -كنش آنزيم الگوي ميان .2شكل 
  
  

  
يون هاي ثابت  را در برابر غلظت 1شده در شكل ترسيمشيب نمودارهاي معكوس تفاوت هاي ثانويه  منحني .3 شكل

Co2+ كننده  به عنوان فعال)A (ها اين منحنياز مبدأ عرض . دهند نشان مي –β/αKA دهد را نشان مي.  αوβ هايي هستند  ثابت
كنش  ميانو فاكتور  كننده ثابت تفكيك فعال KA .دهند كننده روي آنزيم در تمايل آن به سوبسترا را نشان مي كه تأثير فعال

  .اند رسيم شدهت 9و  8، 7، 6برابر  pHبه ترتيب در  dو  c, b, aنمودارهاي  .است كننده فعالبين سوبسترا و 
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هاي ثابت  را در برابر غلظت 1شده در شكل  ترسيممودارهاي معكوس تفاوت عرض از مبدأ نهاي ثانويه  منحني .4شكل 

هايي هستند  ثابت β وα  .دهد را نشان مي β/αKA– ها از مبدأ اين منحنيعرض . دهند نشان مي) A(كننده  به عنوان فعال +Co2يون 
و فاكتور اندركنش بين  كننده ثابت تفكيك فعال KA .دهند روي آنزيم در تمايل آن به سوبسترا را نشان ميكننده  كه تأثير فعال

  .اند ترسيم شده 9و  8، 7، 6برابر  pHبه ترتيب در  dو  c, b, aنمودارهاي  .است كننده فعالسوبسترا و 
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مربوط به  .نمودار الف. وئورسانس ذاتي پروتئيننمودارهاي مربوط به بررسي ساختار سوم آنزيم به روش فل .5شكل 

 pHدر  +Co2 مربوط به آنزيم در حضور يون فلزي  .و نمودار ب) 4( 8و ) 3( 6، )2( 7، )1( 9ي ها  pHآنزيم به تنهايي در 
  .است) 4( 9و ) 3( 6، )2( 7، )1( 8ي ها 

  
  گيري بحث و نتيجه 

زيناز در در اين مطالعه با توجه به فعاليت آنزيم تايرو
pH  هاي مختلف  و غلظت 9و  8، 7، 6برابرCo2+  ) ،صفر
د آنزيم از مدل شمشخص ) مولار ميلي 9/0و  6/0، 2/0

الگوي اين نمودارها . كند ميكننده غيرضرور پيروي  فعال
دهند در سمت چپ محور  كه خطوط راستي را نشان مي

كننده غيرضروري را  فعالالگوي  ،كند عمودي تلاقي مي
كنفورماسيون پروتئين و ساختارهاي . سازد ن ميروش
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 (CD)نمايي حلقوي  هاي دو رنگ دوم و سوم كه با روش
گر اثر  بررسي شدند و فلوئورسانس ذاتي پروتئين بيان

در ايجاد ساختارهاي ثانويه منظم بيشتر و  +Co2يون 
را   9برابر  pHفشرده شدن ساختار آنزيم به خصوص در 

  .دهد نشان مي
روي اثر برخي  وي و همكاران Palumboت مطالعا

 Sepiaهاي فلزي روي فعاليت سنتيكي تايروزيناز  يون

officinalis  2+.دادنتايج جالب توجهي را نشانFe 
آن  2Mn+و 2Cu+داده، امافعاليت آنزيم را افزايش 

 2Ni،+2Zn،+2Co+اما در حضور. دكررا مهار 
ها  اگرچه آن. نشدمشاهده  فعاليتتغييري در  2Cd+يا

ارائه  2Mn+و 2Cu+توضيحي درخصوص اثر مهاري
ت را به قابلي 2Fe+اند، فعال شدن آنزيم در حضور نداده

در مطالعه ديگري . )22(دانستنداحياكنندگي آن مربوط 
افزايش فعاليت دوپا اكسيداز آنزيم تايروزيناز جدا شده 

 .Rana Esculenta Lهاي پيگمانتاسيوني بافت كبد  از سلول
مس، به يون در يك الگوي وابسته به غلظت در حضور 

 هاي مس به آپوآنزيم ربط داده شده است انتقال يون
آپوتايروزيناز،  روي مت يتحقيق ديگرر د. )23(

Strothkamp رغم  علي كردندگزارش  وي و همكاران
برخي مواضع پيوندي ضعيف تايروزيناز قارچ خوراكي 

هاي كاتاليتيكي آنزيم طبيعي  ، فعاليت +Zn2 يا +Co2براي 
در  .)24(شود ها متأثر نمي شده توسط اين يون يا بازيافت

شده از قارچ  روزيناز خالصاين مطالعه از آنزيم تاي
اين گونه آنزيم . استفاده شد (Agaricus bisporus)خوراكي 

عنوان بهترين و  در مطالعات آنزيم تايروزيناز به
هاي مكانيسم و ساختار  پركاربردترين مدل در بررسي

فعاليت آنزيم به  ،در مطالعه حاضر. استاين آنزيم 
رين تبيش ،دهد ينشان م 9و  8، 7، 6برابر  pHتنهايي در 

Ks  آنزيم در pH كه همان  بودهبرابر هفتpH  فعاليت
  . استمناسب آنزيم 
هايي هستند كه  ها مولكول كننده فعال ،شناسي در آنزيم

سرعت يك واكنش وابسته به آنزيم را با اتصال 
سازي  در فعال. كنند ميپذير به آن تسريع  بازگشت

هم در تواند هم در حضور و  غيرضرور واكنش مي
در حالي كه در يك . كننده رخ دهد حضور فعال عدم
كننده  سازي ضروري واكنش در عدم حضور فعال فعال

با ترسيم نمودارهاي ثانويه كه معكوس . دهد رخ نمي
و تفاوت عرض از مبدأ ) slope∆(تفاوت شيب 

)∆intercept (كننده  در مقابل معكوس غلظت فعال)A (
مورد برخي از متغيرها به  توان اطلاعاتي در مي ،هستند

 βVmaxعرض از مبدأ اين نمودارهاي ثانويه . دست آورد

/( β-1) ها و طول از مبدأ آن-β/α KA  است . KS  ثابت
كننده  ثابت تفكيك فعال KAو از آنزيم سوبسترا تفكيك 
كننده  هايي هستند كه تأثير فعال ثابت β و α، از آنزيم

. دهند را را نشان ميروي آنزيم در تمايل آن به سوبست
پيوند  ،دهد نشان مي) >α )1αمقادير ارائه شده براي 

ليگاندهاي فلزي با آنزيم باعث افزايش تمايل سوبسترا 
دهند كه  نيز نشان مي) β )1>β مقادير. شود به آن مي

تواند تسريع  كننده سوبسترا به آنزيم مي پيوند فعال
ت حداكثر سرعت آنزيم را از طريق افزايش ثاب

پيوند فلز . به دنبال داشته باشد) Kcat(كاتاليتيكي آنزيم 
كننده نه تنها تمايل پيوند آنزيم و  عنوان يك فعال به

بلكه باعث افزايش ثابت  ،دهد سوبسترا را افزايش مي
چنانچه . شود آنزيم تايروزيناز نيز مي)  β<1(كاتاليتيك 

 ،شود ميكنندگي غيرضرور  مشاهده  از نمودارهاي فعال
  .استاين افزايش فعاليت آنزيم وابسته به غلظت 
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  ي متفاوتها pHبر آنزيم تايروزيناز در   +Co2 كننده پارامترهاي مربوط به فعال .1جدول 
Co2+  Enzyme 

pH α  β  Ka 
 (M)-1 KA (mM) Vmax (µM/min) Ks (µM) 

6 42/0 04/3 310331 −×/ 74/0 3/23 3/9 

7 
88/0
- 

04/3 310331 −×− /  75/0- 4/79 4/60 

9 23/0 05/1 210251 −×/ 08/0 99 6/18 

9 15/0 23/1 210666 −×/  015/0 7/46 3/31 

  
ي متفاوت در ها pHدر  Far-UV-CDهاي  شده از داده مقايسه مقادير ساختارهاي ثانويه تايروزيناز محاسبه .2جدول

  +Co2حضور دمحضور و ع
 Enzyme Co2+

pH 
Structure 6  7  8  9  6  7 8  9  

α-Helix 3/71 3/65 4/74 0/69 3/71 5/68 6/67 3/77 

β-Sheet 1/5 8/6 4/4 3/6 1/5 0/6 6/6 7/3 

β-Turn 4/11 4/12 8/10 8/12 5/11 3/12 9/12 2/10 

Random Coil 2/12 5/12 4/10 7/11 3/12 2/13 9/12 8/8 

  
هاي  كنش يداري پروتئين و ارتباط آن با ميانمسئله پا

ها و نقش آن  دهنده ساختار پروتئين درون مولكولي شكل
ها از مسائل مورد بحث در  در ارزيابي ارزش پروتئين

بررسي پايداري ترموديناميكي يا . بيوفيزيك بوده است
كنفورماسيوني دربرگيرنده تغييرات ساختار سوم بدون 

پذير  بوده و در شرايط برگشت تغيير در ساختار اول
ز ا الگوهاي حاصل قابل ذكر است كه. شود مطالعه مي

هاي  بين حالترا تواند مرز مشخصي  كريستالوگرافي نمي
در اين  .)25( نددهطبيعي و غيرطبيعي پروتئين ارائه 

بررسي نتايج كنفورماسيون پروتئين و  ،مطالعه
نمايي  هاي دو رنگ ساختارهاي دوم و سوم با روش

 ،دهد و فلوئورسانس ذاتي پروتئين نشان مي (CD)حلقوي 
در تمام اين موارد بيشترين ساختار دوم و سوم آنزيم و 

در نتيجه پايدارترين حالت آن در حضور يون كبالت و 
مطالعه ساختار  براي. شود مشاهده مي 9برابر  pH در 

فلوئورسانس . دشاستفاده فلوئورسانس  از روشسوم 
نشان يون فلزي حضور  زيم در حضور و عدمذاتي آن

 9 برابرpH روي ساختار سوم آنزيم در  +Co2اثر  ،دهد مي
اما در مقابل  ،در جهت فشرده شدن و پايداري است

آنزيم بيشترين  pHبدون حضور كبالت در همين 
  در مطالعه. دهد بازشدگي را در ساختار سومش نشان مي

ل روي دو مكان تركيب تيوفن ،ذوالقدري و همكاران
محيط و غلظت  pHمتفاوت آنزيم تايروزيناز با توجه به 

سازي و يا  قرار گرفته و در نتيجه به دو اثر فعال
اولين موضع ممكن است نزديك . دشمنجر  بازدارندگي

) دو يون مس موضع فعال(به مركز هسته فعال آنزيم 
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باشد كه باعث اثر آلوستريكي روي پيوند آنزيم سوبسترا 
د و بازدارندگي تركيب ممكن است ناشي از شو مي

يابي به موضع فعال  رقابت آن با سوبسترا در جهت دست
 pHنتايج مطالعه حاضر نيز اثر تغيير . )26(آنزيم باشد

هاي  سازي آنزيم تايروزيناز در غلظت روي ميزان فعال
اما از آنجا كه اين . متفاوت ليگاند فلزي را نشان داد

اختار مانند تيوفنل مشابهت ساختاري با ليگاند از نظر س
. اثر مهاري روي آنزيم نشان نداد بنابراين ،سوبسترا ندارد

هاي غيرمشابه با  عنوان اثر مولكول بحث اثر آلوستريك به
 از سوي 1963سوبسترا روي فعاليت آنزيم در سال 

Monod  ها  اين مولكول. )27( دشو همكاران ارائه
يبات مشابه سوبسترا باعث اثر برخلاف سوبستراها و ترك

. شوند در زيرواحدهاي آنزيم مي) مشاركتي(تعاوني 
براي يك آنزيم مانند تايروزيناز كه سوبستراهاي متنوعي 

برخورد تنه سوبسترا با مناطق  ،رسد دارد به نظر مي
گريز اطراف موضع فعال آنزيم به هدايت مناسب آن  آب

منجر  ل آنزيمبه سمت دو يون مس موجود در موضع فعا
پس حضور يك ليگاند دوم در كنار سوبسترا . دشو مي
تواند باعث القاء افزايش فعاليت آنزيم از طريق اين  مي

اثر آلوستريك شود كه در خصوص ليگاند فلزي كبالت 
در اين مطالعه نيز ممكن است همين اثر عامل 

مطالعات قبلي نيز به خوبي نقش . سازي باشد فعال
هاي آنزيم را با نگاه  ها و مهاركننده نندهك متفاوت فعال

چنين تعاوني بين  مناسب به اين اثر آلوستريكي و هم
  .)18(اند  كردهزيرواحدهاي آنزيم بيان 

نتايج حاصل از مطالعات سينتيكي و  ،طور خلاصه به
حضور و حضور  ساختاري آنزيم تايروزيناز در عدم

مناسب فعاليت شرايط  لزوماً ،نشان داد +Co2ليگاند فلزي 
آنزيم همان شرايط مناسب پايداري ساختاري آنزيم 

 نيز فعاليت بهينه آنزيم در  pHدر خصوص . نخواهد بود

pH و بيشترين تغييرات ساختاري آن در جهت  7برابر
حضور يون كبالت نيز . دشمشاهده  8برابر  pHپايداري 

 9 برابر pHبيشترين تغييرات ساختاري را روي آنزيم در 
  . ان دادنش

  تشكر و قدرداني
 ياز نتايج اين پژوهش مربوط به طرح تحقيقات يقسمت

 يمصوب مركز توسعه تحقيقات علوم پايه پزشك
وسيله از   ينه اب. استقزوين  يدانشگاه علوم پزشك

 - تحقيقات سلوليو مركز  يحوزه معاونت پژوهش
حمايت  برايقزوين  يپزشك ومدانشگاه عل مولكولي

همچنين  .دشو يم يگزارسپاس يرح پژوهشاز اين ط يمال
فيزيك مركز تحقيقات  مياز همكاري آزمايشگاه بيوشي

و بيوفيزيك دانشگاه تهران تشكر و قدرداني  ميبيوشي
  .دشو مي
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Abstract 
 
Background & Objective: Tyrosinase is a widespread enzyme with 
great promising capabilities. Its outstanding role has to be addressed 
with considering kinetic, structure and stability issues. Comprehensive 
kinetics studies on both cresolase and catecholase activities of 
mushroom tyrosinase (MT) resulted in elucidation of complicated 
enzyme kinetics. Yet some important aspects of the enzyme structure, 
mechanism, and behavior have been unresolved. The aim of this study 
was To determine the effect of cobalt on the kinetic and structure of 
mushroom tyrosinase. 
 
Materials and Methods: This study devoted to explore the MT structure 
through circular dichroism (CD) and spectroflourimetric techniques. Its 
true kinetics assessed in the presence of caffeic as substrate and Co2+ in 
different pHs 6, 7, 8 and 9.  
 
Results: Kinetic of MT activation with this metal ion was obeyed from 
non-essential activation of an enzyme by an activator molecule. Then, 
the slope and Y-intercept changes in the Lineweaver-Burk plot due to the 
presence of metal at different concentration are obtained and replotted 
their inverse vs. inverse concentration of the activator as the secondary 
plot to find α, β and KA values. The α value (α < 1) obtained herein 
suggests that the binding of the ion to the enzyme can increase the 
binding affinity of the substrate. The β value (β>1) obtained also 
suggests that the binding of metal ion to the enzyme can increase the 
maximum velocity of the enzyme due to the increase of the enzyme 
catalytic constant (kcat). The optimum activity of the enzyme without the 
presence of metal ions was carried out in pH=7.  
 
Conclusion: Conformational changes of the enzyme through the 
measurements of its secondary and tertiary structures by CD and 
fluorescence spectroscopic studies, respectively showed enzyme 
stability due to the structural changes for Co2+ in pH 9.  It is concluded 
that with this transitional metal ion kinetic pathway of activation follows 
the general non-essential activation system and its binding may be close 
enough to the binuclear centre to interact allosterically with the substrate 
binding site. Besides, the enzyme optimum activity not occurred in its 
optimum stability.  
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