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  خلاصه
 .مي شـود ) Pi(آسيل گليسرول و فسفات معدني  تبديل اسيد فسفاتيديك به ديباعث ) PAP( آنزيم فسفاتيدات فسفوهيدرولاز :هدف سابقه و

 ـي كبـدي  اسلوله در PAPفرم مختلف از آنزيم دو   ـوش صـحرايي  م  فسـفوليپيدها و كـه در متابوليسـم    PAP1 يكـي  زارش شـده اسـت،  گ
و  PAP2aداراي دو ايزوفـرم  در مـوش صـحرايي    PAP2 .نقـش دارد  Signal transductionدر پديده  كهPAP2  ديگري و گليسروليپيدها

PAP2b  يدين اساسي در آنزيم در اين مطالعه وجود هيست .دباشميPAP2b مورد بررسي قرار گرفت.  
 يچندين مرحله طي PAP2b حل گرديد وهاي كبدي موش صحرايي سلول يغشا ،كتيل گلوكوزيدا - nبا استفاده از  :هامواد و روش

ن خلوص، تعداد و وزن جهت تعيي. هاي كينتيكي بــر اساس مدل كينتيك رقت سطحي تعيين گرديدند ثابت .كروماتوگرافي تخليص گرديد
هيستيدين تعداد مول . استفاده گرديد درصد 10اكريل آميد پليژل  با SDS حضور دراز روش الكتروفورز ناپيوسته  زيرواحدهاي آنزيمي

  .كربتوكسي هيستيدين محاسبه شد N–مشتق با استفاده از  مول آنزيم يك موجود در
يـك   SDSتخليص شده در حضور  PAP2b الكتروفورز .داشت mU/mg protein7350 اي معادل تخليص شده فعاليت ويژه PAP2b :نتايج

كربنـات شـواهدي بـر ضـرورت      پيرو  اتيل وسيله معرف ديه سازي آنزيم بمطالعات غيرفعال .كيلودالتون نشان داد 8/33نوار با وزن مولكولي 
  . عدد بود 6هر مول آنزيم  ين تعديل شده به ازاتعداد مول هيستيدي .مهيا كرد موجود هيستيدين اساسي براي فعاليت آنزي

نشان از حضور هيستيدين در مكان فعـال آنـزيم    كربنات نسبت به اسيد فسفاتيديك رقابتي بود و اتيل پيرو مهار آنزيم توسط دي :گيرينتيجه
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  مقدمه

 3.1.3.4(آنــــزيم فســــفاتيدات فســــفوهيدرولاز   

Phosphatidate phosphohydrolase, PAP, EC ( باعــث
آسيل گليسـرول و فسـفات معـدني     تبديل اسيد فسفاتيديك به دي

)Pi (اين واكنش مرحله محدودكننـده و تنظيمـي در  . ]1[ شودمي 
آنـزيم   ايـن  .هاي حيواني اسـت متابوليسم گليسروليپيدها در سلول

گفتـه   PAP1داراي دو فرم است؛ يك فرم سـيتوزولي كـه بـه آن    
گليســريد، گليســروليپيدها مثــل تــري شــود و در متابوليســم  مــي

فسفاتيديل كولين و فسفاتيديل اتانول آمين نقـش داشـته و بـراي    

اتيل ماليميد  N–وسيله ه است و كاملا ب +Mg2فعاليت نيازمند يون 
)NEM (غشايي است و بـه آن   آن فرم ديگر. ]2-5[د شو مهار مي

PAP2 شود كه براي فعاليت نيازي به يون گفته مي  Mg2+ ندارد و
ــط ــي  NEM توس ــار نم ــز مه ــده   ني ــود و در پدي  Signalش

transduction6 -8[ دارد ســلولي نقــش ، تمــايز و مهــاجرت[. 
PAP2 داراي دو ايزوفـرم  ،در موش صحرايي PAP2a  وPAP2b 

 يك با يكديگر متفـاوت هسـتند  لميزان اسيد سيا نظرباشد كه از مي
و  درصـد  30تقريبـا   PAP2aبر اين از لحـاظ مقـدار،   افزون . ]9[

افزون دركبد انسان  ].10[ دهد در غشا تشكيل مي PAP2bمابقي را 
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 تا PAP2a. ]11[ نيز وجود دارد  PAP2cنوع بر دو ايزوفرم مذكور 
در  PAP2a .سـت خالص نشده ا ،كنون در حد يك پروتئين همگن

مقابل انواع اسيد فسفاتيديك بـا طـول زنجيـره و درجـه اشـباعي      
تمــايلي بــه مصــرف اســيد  PAP2bمختلــف فعــال اســت ولــي 

اـم    .]10[ نـدارد را  فسفاتيديك با طول زنجيره متوسط اـت انج مطالع
اـي نشان داده اسـت كـه يـون    PAP2b گرفته بر روي و  +Ca2+ ،Mn2 ه

Zn2+  وCo2+ تـند   داراي اثرات مها و  ]12، 10[ ري بر فعاليـت آنـزيم هس
اـزين،      بر اين آمين افزون هاي آمفـي فيليـك مثـل  پروپرانولـول، كلروپروم

اـر  اسفنگوزين و دسي  .]12، 10[ گردنـد مـي  PAP2b پرامين نيز باعـث مه
PAP2  را به علت برخي از تشابهاتش در يك گروهي از فسفاتازها

ــفاتازها      ــفات فس ــد فس ــام ليپي ــه ن  Lipid phosphate(ب

phosphatases (ــي ــرار م ــفاتاز   ق ــيد فس ــامل اس ــه ش ــد ك دهن
ــايي و  غيراختصاصــي، دي آســيل گليســرول پيروفســفاتاز باكتري

فسفاتاز پستانداران نيـز   6مخمري، هالوپراكسيداز قارچي و گلوكز 
 Signalدر پديـده  PAP2رغـم اهميـت   علـي ]. 13-15[ باشد مي

transduction سـاختمان، مكانيسـم    اطلاعات محدودي در مورد
عمل و اسيد يا اسيدهاي آمينه موجود در جايگاه فعـال آن وجـود   

-شناخت خواص آنزيمولوژيكي و ساختماني اين آنزيم مـي  .دارد

تنظـيم   يي مكانيسـم عمـل و نحـوه   يثري در شناسـا وتواند گام م
كـه بسـياري از    با توجه به ايـن  .فعاليت اين آنزيم در سلول باشد

دهنـده گـروه   انتقـال  هاي وليزكننده و همچنين آنزيمهاي ئيدر آنزيم
، 16[ جايگاه فعال خود هسـتند فسفات داراي هيستيدين اساسي در 

 PAP2b هيستيدين اساسي در آنـزيم  د، لذا در اين مطالعه وجو]17
  .مورد بررسي قرار گرفت

  
 هامواد و روش

-در اين تحقيق تجربي از مـوش  :حيوانات آزمايشگاهي

 گرمـي  250تـا   200در محـدود   Wistar نر نـژاد  هاي صحرايي
 پاستور تهران خريـداري و  اين حيوانات از انستيتو. استفاده گرديد

هـاي صـحرايي در   مـوش . نـد در اتاق حيوانات نگهـداري گرديد 
هـاي  مـوش  سر14 .تا زمان آزمايش آزاد بودندغذا و  آبدريافت 

  .مورد استفاده قرار گرفت جهت تخليص آنزيم صحرايي نر
، دي تيوترايتـول  )ملح دي سديم(اسيد فسفاتيديك  :مواد

)DTT( ،-N  اتيـــل ماليميـــد)NEM(پتين، مهاركننـــده پ، لـــو
Soyabean tripsinاتيل پيروكربنات ، بنزآميدين، دي)DEPC( ،

اكتيل گلوكوزيد،  n-هيدروكسيل آپاتيت، پپستاتين، هپارين سفارز، 
ــون  300S ،AffiGel Blueســفاكريل  از شــركت  X-100و تريت

ــيگما   ،Sigma, U.S.A.( EGTA، EDTA ،PMSF(سـ
 ,Merck(و سـرم آلبـومين گـاوي از شـركت مـرك       گليسـرول 

Germany.(  
كبـد قبـل از برداشـته شـدن،      ابتدا :آنزيم سازيناب -

بـراي ايـن   . پرفيوز گرديد NaClتوسط يك محلول ايزوتونيك از 
با اسـتفاده از   كار موش صحرايي نر توسط كلروفرم بيهوش شد و

خون بدن خـارج  بيشتر از گوشه چشم موش صحرايي  مويينهلوله 
باز شد و وريـد اجـوف    ┴سپس حفره شكمي به صورت . گرديد

تحتاني در بالاي كليه و وريد باب كبدي توسط نخ بسته و محلول 
به عنـوان پرفيـوزات از طريـق وريـد اجـوف       NaClايزوتونيك 

سـپس بـا مـالش دادن    . سع گرديـد تحتاني به كبد تزريق شد تا مت
اين عمل تا سـفيد شـدن   . سطح كبد به عبور پرفيوزات كمك شد

متعاقب آن كبد خارج و چندين بار با سـرم  . كامل كبد ادامه يافت
د كبد پرفيوز شـده  يهاي زاابتدا بافت. فيزيولوژي شستشو داده شد

جدا گرديد و با سرم فيزيولوژي شستشو و در سـه حجـم از بـافر    
كـه   =4/7pHوmM 25بـا غلظـت    HClتـريس  ( وژنيزاسيونهم

ــرول،  درصــــد 10 محتــــوي  mM 50 NaCl، mM1گليســ
 mM1 EDTA ،mM 1 EGTA ،mM 1PMSF تيوتريتول، دي

 ،mM 1  ،بنزآميدينμg/ml 5    پروتئازهـاي  از هـر يـك از آنتـي
ه گرديد يز، هموژن)، لوپپتين و مهاركننده تريپسين سوياAپپستاتين 

 10هموژنيزه بـه مـدت   ]. 10[ )روي يخ انجام گرفتتمام مراحل (
 .و محلـول رويـي جـدا گرديـد     سـانتريفوژ  g6000دقيقه در دور 

PAP2b اساس روش  بر موش صحراييكبدي  هايسلول ياز غشا
Fleming  همـان  ( با استفاده از بافر كروماتوگرافي و همكارانش

 -100تـون  از  تري) W/V(  درصد 1 علاوهه ب كنندههژنيزهمو رباف
X( و فقط مرحله هيدروكسيل آپاتيـت بـه    ]10[ گرديد سازيناب

  .انجام گرفت Bacth wiseروش 
در بـافر   PAP2bفعاليت آنزيم  :سنجش فعاليت آنزيم -

مولار تريس هيدروكلريد بـا   ميلي 50كه حاوي ) lµ 250(سنجش 
4/7=pH ،1 مـولار  ميلـي  2/3ليتر آلبومين گاوي، گرم بر ميليميلي
مـولار اسـيد   ميلـي  NEM ،35/0مـولار  ميلي 100X-  ،4ريتون ت

 EGTAو  DTT ،EDTAيك از  مولار از هرميلي 1فسفاتيديك، 
كـه در شـرايط    طـوري ه ب ،گيري شد و مقدار مناسب آنزيم اندازه

شامل همه  شاهد .سنجش، فعاليت نسبت به غلظت آنزيم خطي بود
 10ش فعاليـت بـراي   مخلوط سـنج  .]12[ جز سوبسترا بوده اجزا ب

                                                 
- EDTA; Ethylenediaminetetra acetic acid 

-EGTA; [Ethylene bis (Oxyethylenenitrilo) tetraacetic acid 

- PMSF; Phenylmethylsulfunyl fluoride 
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ليتـر   ميلـي  5/0وسـيله افـزودن   ه انكوبه و سپس ب ºC 37 دقيقه در
واكنش آنزيمي متوقف گرديـد و   درصد 10كلرواستيك اسيد تري

 .]18[ گيري شد حاصل از فعاليت آنزيم اندازه) Pi(فسفات معدني 
معـادل مقـدار آنزيمـي كـه بتوانـد يـك       ) U(هر واحد آنزيمـي  

   .دني را در دقيقه آزاد كند، در نظر گرفته شدميكرومول فسفات مع
دي اتيـل   هاي مختلفاثر غلظت و سازي غيرفعال -

اتيــل  هــاي تــازه دي محلــول :PAP2bپيروكربنــات بــر فعاليــت 
سپس شش عـدد لولـه    و ]19[ روزانه تهيه  )DEPC( پيروكربنات

آزمايش تميز انتخاب گرديد و در آنها در محيط سـنجش فعاليـت   
 DEPC مــولار ازميلــي 1و  8/0، 6/0، 4/0، 2/0، 0 هــاي غلظــت

ها سوبسترا  ، سپس به لولهنددقيقه انكوبه گرديد 5ايجاد و به مدت 
آنها تعيـين و نتيجـه بـه    ) ميكروگرم 5/0( اضافه و فعاليت آنزيمي

اتيـل   هـاي بـالاتر دي   از غلظـت . صورت يك منحني رسم گرديـد 
هاي آمينه واكنش جـانبي  پيروكربنات به اين علت كه با ساير اسيد

  ]. 20[ دهد، استفاده نگرديد مي
 آنـزيم  Kmو  هـاي كينتيكـي   ثابت: مطالعات كينتيكي -

 Surface dilution(اساس مـدل كينتيـك رقـت سـطحي      رــب

kinetic(  و درصــد مــولي فســفاتيدات در  ]21[ تعيـين گرديدنــد
 :ولفسفاتيدات با استفاده از فرم/ X-100هاي مخلوط تريتون يسلم

ــون ([  ×100 ــفاتيديك + [ ]X-100تريتـ ــيد فسـ ــيد ] / [اسـ اسـ
  ]. 21[ حاسبه گرديدم %mol])= فسفاتيديك
و  طبيعـي   بررسي جـذب اسـپكتروفتومتري آنـزيم    -

دو لوله آزمايش تميـز يكـي بـه    : DEPC غيرفعال شده با  آنزيم
ميكروگـرم   80 هركـدام  به انتخاب و آزمونديگري  عنوان شاهد و

در لوله  سپس و در بافر كروماتوگرافي اضافه شدآنزيم  ليتر بر ميلي
دقيقـه   5ها به مدت  ايجاد و لوله DEPCاز  mM 1غلظت  آزمون

در دماي آزمايشگاه انكوبه شدند، سپس جـذب اسـپكتروفتومتري    
ي كه حاوي بافر كروماتوگرافي بود و جذب شاهدشاهد در مقابل 

ــوناســپكتروفتومتري  ــل  آزم ــافر ي كــه شــاهددر مقاب حــاوي ب
تا   260بود در طول موج بين  DEPC از mM 1 كروماتوگرافي و

nm 360  24، 23[ خوانده و نتايج به صورت منحني رسم گرديـد [
اتيل پيروكربنات متصل شده به مول آنزيم با  و سپس تعداد مول دي

نانومتر  242در  cm 1-M 3 10×3-1 استفاده از ضريب جذب مولي
و وزن مولكـولي   ]22، 17[ ي هيسـتيدين كربتوكس N–براي مشتق 

  . محاسبه شد ]PAP2b ]10كيلودالتون براي آنزيم  176
بررســي اثــر هيدروكســيل آمــين بــر روي آنــزيم  -

پس  جهت بررسي اثر هيدروكسيل آمين: DEPCغيرفعال شده با 
قبـل  مرحلـه و شـاهد   آزمـون  هايلوله از اتمام زمان انكوباسيون

 آنها در مقابـل بـافر   UVجذب  ،)ريبررسي جذب اسپكتروفتومت(
 ـ قرائت گرديد و سپس   nm 242مربوط در  لولـه   يفعاليـت آنزيم

 )M2( زمان از يك استوك هيدروكسيل آمينشاهد تعيين شد و هم
هيدروكسيل آمين گرديـد و   mM 4/0 ايجاد غلظت آزموندر لوله 

كـه   بر ايـن  افزوندقيقه  25و  20، 15، 10، 5، 0به فواصل زماني 
 ـ فعاليـت  شدقرائت  آزمونلوله   nm  242ذبج  نيـز  آن يآنزيم

  ].26، 25[ تعيين گرديد و نتيجه به صورت يك منحني رسم گرديد
فعاليـت  : DEPCوسيله ه ب PAP2bبررسي نوع مهار  -

بـر اسـاس مـدل كينتيـك رقـت       )ميكروگرم PAP2b)5/0  آنزيم
هـاي  در محيط سنجش فعاليت محتـوي غلظـت   ]27، 21[ سطحي
مول درصد از فسفاتيدات   5/8و 2/7 ،3/5، 1/5 ،5/1، 5/0ي سطح

فسـفاتيدات در غيـاب و    X/ -100هاي مخلوط تريتـون   در ميسل
پس از پيش انكوباسـيون بـه مـدت     DEPC از mM 6/0حضور 

 -Lineweaverگيري شد و نتيجه به صورت نمودار  دقيقه اندازه5

Burk رسم گرديد.  
پروتئين بـه روش برادفـورد   گيري  اندازه :هاشيوهساير  -

)Bradford (ـ  عنـوان اسـتاندارد   ه و با استفاده از آلبومين گاوي ب
 كروماتوگرافيمطالعات اسپكتروفتومتري در بافر. ]28[ انجام گرفت

ــپكتروفتومترهاي   ]10[ ــتفاده از اسـ ــا اسـ  Cecil CEl021و بـ
انجــام ) ژاپــن( Shimaduz Multispec 1501و ) انگلســتان(

اكريل آميد ژل الكتروفورز جهت تعيـين درجـه   ليپ SDS  .گرفت
بـه   درصـد  10خلوص، تعداد و وزن زيرواحدهاي آنزيمي در ژل 

قبـل از  . انجـام گرفـت   ]Discontinous( ]29(صورت ناپيوسته 
ه مورد استفاده ب ي، نمونهX-100الكتروفورز جهت حذف تريتون 

 ،V/V(هيدروكسـيدآمونيوم  / دقيقه در مخلـوط اسـتون   10مدت 
و سـپس رسـوب در    ]30[ انكوبه 5به  1به نسبت حجمي ) 3/1.7

جدا و پس از خشـك شـدن در بـافر سـمپلر حـل       g25000دور 
  ].31[ آميزي با نيترات نقره رنگ شدژل به روش رنگ. گرديد

  
  نتايج

PAP2b موش  كبدي  هايسلولي غشا از شده سازيناب  
  mU/mg protein7350اي معـادل   فعاليـت ويـژه   نـر،   صحرايي
مول درصـد   43/0آنزيم در مدل كينتيك رقت سطحي  Km. داشت

ــود و ــزيم  ب ــابآن ــازين ــده  س ــا روشش  PAGE SDS- ب

كيلو دالتون نشان  8/33با وزن مولكولي  اصلي الكتروفورزيك نوار
هاي مختلـف   سازي آنزيم با غلظتغيرفعال). 1 يشكل شماره(داد 
 . شود مشاهده مي 2ي شماره نموداراتيل پيروكربنات در  دي
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. PAP2bشده  سازينابژل الكتروفورز آنزيم  SDS -1 شكل
طبق شرايطي  SDSآكريل آميد حاوي  درصد 10ها روي ژل نمونه

به ترتيب  3تا  1بندها از شماره . كه در متن آمده الكتروفورز گرديدند
) ميكروگرم 40(، فراكسيون غشايي )ميكروگرم 180(هموژنيزه : شامل

پيكان روي شكل محل آنزيم  ).ميكروگرم 10(و آنزيم خالص شده 
استانداردهاي پروتئيني  4نوار شماره  .دهدشده را نشان مي سازيناب
سرم : ين عبارتند ازياست كه از بالا به پا) ميكروگرم 5هركدام (

، )كيلودالتون 45(، اوآلبومين )كيلودالتون 66(آلبومين گاوي 
 ، كربنيك انيدراز)كيلودالتون 36(ز دهيدروژنا فسفات 3گليسرآلدئيد 

 2/14(، لاكتالبومين )كيلودالتون 24(، تريپسينوژن )كيلودالتون 29(
  ).كيلودالتون 5/6(و آپروتينين ) كيلودالتون
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به وسيله دي اتيل  PAP2bسازي آنزيم غيرفعال -2 نمودار

 5/0اتيل پيروكربنات و هاي مختلف از دي غلظت. پيروكربنات
دقيقه  5ميكروگرم آنزيم در محيط سنجش فعاليت ايجاد و به مدت 
گيري  انكوبه سپس با افزودن سوبسترا فعاليت آنزيمي آنها اندازه

 .هر نقطه ميانگين دو آزمايش مستقل است. گرديد

  

مـولار از   ميلي 1با غلظت  PAP2bپيش انكوباسيون آنزيم 
كاهش فعاليت به ميـزان   دقيقه منجر به 5اتيل پيروكربنات براي  دي
جــذب  3 يشــماره نمــودار .شــد نســبت بــه شــاهد  درصــد 90

اتيـل   و آنـزيم غيرفعـال شـده بـا دي     طبيعياسپكترفتومتري آنزيم 
، منحني آنزيم غيرفعال نموداردر اين  .دهد پيروكربنات را نشان مي

 طبيعـي نانومتر نسبت به آنـزيم   290شده يك افزايش جذب را در 
ي يكــه مربــوط بــه تغييــر شــكل فضــا     دهــد  نشــان مــي 

)Conformational (اتيل پيروكربنات بـه   آنزيم در اثر اتصال دي
كه نوع مهار ايجاد  دهدنشان مي 4 يشماره نمودار .باشد آنزيم مي

رقـابتي   ،اتيل پيروكربنـات نسـبت بـه فسـفاتيدات     شده توسط دي
)Competitive ( دهـد كـه    نشـان مـي   5 يشماره نموداراست و
مولار قـادر اسـت فعاليـت    ميلي 4/0دروكسيل آمين در غلظت هي

اتيل پيروكربنات را به ميزان  غيرفعال شده توسط دي PAP2bآنزيم 
اسـتوكيومتري  . دقيقـه بـاز گردانـد    25اوليه در مـدت   درصد 90

مشـاهده   6 يشـماره  نموداراتيل در با دي PAP2bسازي غيرفعال
  cm 1-M 103×3 -1ليبا اسـتفاده از ضـريب جـذب مـو    . شود مي

ــراي  ــتيدين   N–ب ــي هيس ــانومتر 242در كربتوكس و  ]27، 22[ ن
 ]PAP2b ]10كيلودالتون براي آنـزيم   176احتساب وزن مولكولي 

مـول   6شـود   غيرفعال مـي  درصد 90مشخص گرديد، وقتي آنزيم 
  .هر مول آنزيم تعديل گرديده است يبه ازامانده هيستيدين باقي
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و تعديل شده با دي اتيل  طبيعيذبي آنزيم طيف ج -3 نمودار

ليتر در بافر  ميكروگرم بر ميلي 80 طبيعيغلظت آنزيم . پيروكربنات
 1ليتر به همراه  ميكروگرم بر ميلي 80 آزمونو غلظت )  ♦(كروماتوگرافي 

 5لوله ها به مدت . در بافر مذكور) ▲(اتيل پيروكربنات مولار ديميلي
ي كه حاوي بافر شاهددر مقابل  طبيعينزيم دقيقه انكوبه سپس جذب آ
ي از بافر كروماتوگرافي شاهددر مقابل  آزمونكروماتوگرافي بود و جذب 

 .اتيل پيروكربنات بود قرائت شدمولار ديميلي1كه محتوي 
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اتيل  مربوط به اثر دي Lineweaver- Burkنمودار  -4 نمودار
مولار دي اتيل ميلي 6/0در حضور  PAP2bفعاليت آنزيم  .پيروكربنات

، 5/1، 5/0هاي سطحي  در غلظت) ♦(و غياب آن ) ▲(كربنات  پيرو
هاي مخلوط مول درصد فسفاتيدات در ميسل 5/8و  2/7، 5/5، 1/3

 3/0غلظت فسفاتيدات . گيري شد فسفاتيدات اندازه/  x-100تريتون 
نقطه ميانگين هر . متغيير بود x-100مولار ثابت و غلظت تريتون ميلي

  .دو آزمايش مستقل است
  

  
تعديل  PAP2bاثر هيدروكسيل آمين بر بازگشت فعاليت  -5 نمودار

ليتر در  ميكروگرم بر ميلي 80غلظت آنزيم . اتيل پيروكربنات شده با دي
ميلي مولار دي اتيل پيروكربنات كه به  1به همراه  كروماتوگرافيبافر 

مولار  ميلي 4/0قباً غلظت متعا. دقيقه انكوبه گرديد 5مدت 
هيدروكسيل آمين در محيط ايجاد و به فواصل زماني مختلف فعاليت 

  .هر نقطه ميانگين دو آزمايش مجزا است. گيري گرديد آنزيمي اندازه
  

  
تعداد مول دي اتيل پيروكربنات متصل شده به  - 6شماره  نمودار

، 0هاي  غلظتدقيقه در حضور  5براي  PAP2bآنزيم . PAP2bمول آنزيم 
 كروماتوگرافيبافر  ميلي مولار دي اتيل پيروكربنات در 1و  5/0، 4/0، 2/0

هاي آنزيمي و تعداد مول دي اتيل پيروكربنات  سپس فعاليت نمونه. انكوبه شد
. گيري و محاسبه شد متصل شده به آنزيم مطابق روش ذكر شده در متن اندازه

  .هر نقطه ميانگين دو آزمايش مستقل است

  بحث 
ها داراي اسيدهاي آمينـه بـا    جايگاه فعال بسياري از آنزيم

تواننـد در هنگـام واكـنش     زنجير اسيدي يا بازي هسـتند كـه مـي   
كاتاليتيكي به مولكول سوبسترا پروتـون بدهنـد يـا از آن پروتـون     

تواند هم به صورت يك  فيزيولوژيك مي pHهيستيدين در . بگيرند
ايد و به اين علت هيسـتيدين در  اسيد و هم به صورت باز عمل نم

باقيمانـده  . ]32[ هـا وجـود دارد   آنـزيم  جايگاه فعـال بسـياري از  
همچـون   هـاي متعـددي   آنـزيم  فعال در جايگاه ،هيستيدين اساسي

فسفوگلوكو  -Prosops juliflora ]33[ ،6 سنتاز فسفات سوكروز
و فسـفاتيدات فسـفوهيدرولاز    ]34[ آرژيناز ،]25[ نات دهيدروژناز

ي يبرخــي از تركيبــات شــيميا .وجــود دارد ]26[ يتوزولي راتســ
ي اسيدهاي آمينه جايگاه فعال يك آنزيم، يتوانند با عوامل شيميا مي

و بـدين   شـوند  كننده آنزيم تركيب  الــهاي فعباكوآنزيم و يا يون
از . ترتيب سدي در مقابل فعاليت كاتاليزوري آنـزيم ايجـاد كننـد   

يل پيروكربنات است كـه قـادر اسـت بـا     اتجمله اين تركيبات دي
 Nريشه ايميدازول اسيد آمينه هيستيدين تركيـب و ايجـاد مشـتق    

را بكنـد و چنانچـه هيسـتيدين در     ]22، 17[ كربتوكسي هيستيدين
]. 34[ شـود  مكان فعال آنزيم باشد منجر به غيرفعال شدن آنزيم مي

PAP2b خليص شده درت SDS يك  اكريل آميد ژل الكتروفورزپلي
شـكل  ( كيلودالنون را نشـان داد  8/33نوار اصلي با وزن مولكولي 

 ]36[ 31 و] 35[ 35كه بـا نتـايج سـاير محققـين كـه      ) 1 يشماره
نشـان   2 يشـماره  نمودار .خواني داردهم گزارش شده ونتكيلودال

اتيل  تحت تاثير معرف دي PAP2bدهد كه ميزان غيرفعال شدن  مي
آنـزيم   .ظت و زمـان انكوباسـيون اسـت   پيروكربنات وابسته به غل

مولار در مدت ميلي 1اتيل پيروكربنات با غلظت مذكور توسط دي
 حاصـله  بنـابراين طبـق نتيجـه    . شـود  مهار مـي  درصد 90دقيقه  5

باشد كـه بـا    داراي هيستيدين اساسي مي PAP2bگردد  پيشنهاد مي
كربتوكسـي   N–اتيـل پيروكربنـات تشـكيل كمـپلكس     معرف دي

هـاي ديگـر مثـل     مشابهي براي آنـزيم نتايج . دهد دين را ميهيستي
PAP1 ]26[آرژينار ، ]ـنيـز   ]22[ و سوكروزفسفات سـنتاز  ]34  ه ب

بالايي براي  ويژگيهر چند دي اتيل پيروكربنات . است دست آمده
انبي آن با اسيد آمينه ليـزين،  هيستيدين دارد ولي احتمال واكنش ج

، 22، 17[ بالا نيـز وجـود دارد   هاييروزين در غلظتتستئين و سي
اتيل  ولي فقط باقيمانده تيروزين و هيستيدين بلوكه شده با دي ]34

پيروكربنات به وسيله هيدروكسيل آمـين قابـل برگشـت اسـت و     
اتيل پيروكربنات قابل بازگشت  باقيمانده تيروزين تعديل شده با دي

 دي اتيـل  از طـرف ديگـر اگـر واكـنش بـا     . ]37، 17[ باشـد  نمي
نـانومتر باشـد،    290پيروكربنات همراه با كاهش جذب نـوري در  

در . ]37، 17[ اتيل پيروكربنات استدليل بر واكنش تيروزين با دي
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اتيـل   و تعديل شـده بـا دي   طبيعيجذب آنزيم  3 يشماره نمودار
كـه همـراه بـا افـزايش      شود، نانومتر ديده مي 290پيروكربنات در 

اتيــل  نــزيم تعــديل شــده بــا دينــانومتر بــراي آ 290جــذب در 
واكـنش   ،با توجه به مطالب ذكـر شـده   بنابراين .پيروكربنات است

نوع  4 يشماره نموداردر  .باشد انجام گرفته مربوط به تيروزين نمي
شـود كـه    اتيل پيروكربنات مشاهده مـي مهار ايجاد شده توسط دي

ــزايش   ــث اف ــابتي    Kmباع ــار رق ــاد مه ــزيم و ايج ــاهري آن ظ
)Competitive inhibition (بنابراين با توجه به نوع . شده است

توان گفت كه هيستيدين در جايگاه فعال و يا در نزديكـي   مهار مي
اتيـل   كه بلوكه شدن آن توسـط دي  طوريه آن قرار گرفته است، ب

 نمـودار  .شـود  پيروكربنات باعث جلوگيري از فعاليت آنـزيم مـي  
غيرفعـال شـده    PAP2b اثر هيدروكسيل آمين بـر روي  5 يشماره

 PAP2bانكوباسـيون  . دهد توسط دي اتيل پيروكربنات را نشان مي
 25مـولار هيدروكسـيل آمـين در مـدت      ميلي 4/0غيرفعال شده با 

 درصد 90 ميزان دقيقه، باعث بازگشت فعاليت آنزيم تعديل شده به
بر افزون . نانومتر گرديد 242فعاليت اوليه آنزيم و كاهش جذب در 

تغيير توسط دي اتيـل پيروكربنـات    pH=4/7 در ثبات شد كهاين ا
لذا بـا  ]. 22[ اي براي هيستيدين اختصاصي است العاده به طور فوق

توجه به غلظت به كار رفته دي اتيل پيروكربنـات و مطالـب ذكـر    
تعـديل   PAP2bتوان ادعا كرد كه هيسـتيدين اساسـي در    شده مي

بين تعداد مـول هيسـتيدين   رابطه  6 يشماره نموداردر  .شده است
در ايـن  . شـود  تغيير يافته و ميزان غيرفعال شدن آنزيم مشاهده مي

شـود كـه بـراي     با اصلاح قسمت خطي منحني مشاهده مي نمودار
اتيـل پيروكربنـات   مول دي 6غيرفعال شدن يك مول آنزيم نياز به 

لذا با توجه به ساختمان هگزامري پيشنهاد شده براي آنـزيم  . است
PAP2b ]10[  احتمالا در هر زيرواحد يك عدد هيستيدين تعـديل ،

در واقع نوعي فسفاتاز است كه به يك خانواده  PAP2 .شده است

 Lipid phosphate(فسـفات فسـفاتازها    وسيعي بـه نـام ليپيـد   

phosphatases (آزمايشات انجام گرفته بـر . ]38،   13[ تعلق دارد 
 وكلروپراكسيداز فسفاتاز 6روي دو عضو اين خانواده يعني گلوكز 

از طريـق يـك واسـطه     قارچي نشان داد كه ئيدروليز استرفسـفات 
 بر اين، در رابطه بـا  افزون. ]40  ،39[ گيرد فسفوهيستيدين انجام مي

PAP1 ده كه واكنش كاتاليتيكي از طريق ــش  اثبات سيتوزولي نيز
 ،بنـابراين  .]26[ گيرد تشكيل يك واسطه فسفوهيستيدين صورت مي

واسـطه   از طريـق يـك   نيـز  PAP2bواكـنش كاتـاليتيكي    احتمالا
ه يك مكانيسم يرحال براي اراه به . انجام مي گيرد فسفوهيستيدين

دقيق پيشنهادي جهت واكنش آنزيم، نياز به تحقيـق و پـژوهش در   
  رابطه با وجود اسيد آمينه ليزين و آرژنين اساسي در فعاليت آنـزيم 

و آرژنين اساسي به ترتيب در فعاليـت   اهميت ليزين باشد چون مي
، 39[ فسفاتاز اثبات شده اسـت  6كلروپراكسيداز قارچي و گلوكز 

40.[  
  

  گيري نتيجه 
 حاكي ازكربنات  و اتيل پير توسط دي PAP2b مهار آنزيم

 باشـد و مـي  PAP2bاساسي بودن هيستيدين براي فعاليـت آنـزيم   
سـتي هماننـد سـاير    باي نيز مـي  PAP2bواكنش كاتاليتيكي  احتمالا
اش از طريق تشكيل واسطه فسفوهيسـتيدني پـيش    خانواده ياعضا
  . رود

  
  تشكر و قدر داني

گروه بيوشيمي دانشكده  وسيله از كليه پرسنل محترم بدين
كه در انجام اين مطالعـه   اصفهاندانشگاه علوم پزشكي  داروسازي

  .همكاري و مساعدت نمودند صميمانه سپاسگزاري مي گردد
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