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 زو لاكی تایروزیناز هایسابستریت آنزیم انتخاب برگذار عوامل تاثیر

 1محمود ابراهیمی ، 3،*بینالدین حق، كمال2، مهدی بکاولی1فاطمه میرعزیزی
 ایران مشهد، اسلامی، آزاد دانشگاه مشهد، گروه شیمی، واحد 1

  دانشکده شیمی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران 2

 زیست فناوری، تهران، ایران و ژنتیك مهندسی ملی پژوهشگاه 3

 24/07/00تاريخ پذيرش:           02/07/00تاريخ تصحيح:               29/11/99تاريخ دريافت: 

 چکيده

های آلایندههای آنزیمی را برای مقابله با توانند اکسید کنند، کارآئی سامانههای مختلفی از ترکیبات آلاینده را میهایی که دامنهتثبیت هم زمان آنزیم

آنزیم لاکیز و تایروزیناز که برای اکسایش ترکیبات آلی فقط به اکسیژن مولکولی نیاز دارند، از  2دهد. در این راستا بکارگیری محیط زیست افزایش می

 یگروهها یدارادی آزو  ترکیبات مشتقاتبا استفاده از یك اسکلت ساختمانی مشترک،  ابتدا، اهمیت بالائی برخوردار است. بنابراین، در این تحقیق

)استخراج شده از  زیو لاک)استخراج شده از قارچ خوراکی(  نازیروزیتا یدازیاکسفعالیت  سپس ساخته شدند. الکترون دهنده و الکترون کشنده یاستخلاف

به استناد نتایج حاصل از  .ندقرار گرفت یبررس مورد به روش اسپکتروفتومتری کسانی طیآزو تحت شرا ید باتیترک نیدر حضور ا قارچ نیورسپورا کراسا(

دو آنزیم تایروزیناز  طیف سابستریتی لی و آنیلینی که از یك اسکلت ساختمانی مشترک ساخته شده بودند،وکتکولی، گوآیک آزوی فنلی،دیترکیبات اکسایش 

مورد تحقیق و بحث قرار گرفت. بر این مبنا،  به کمك داکینگ مولکولی سابستریتی این دو آنزیم دامنهو دلایل مختلف موثر بر  دست آمد و لاکیز  به

لی( را پوشش دهد اما این سامانه فاقد کارآئی لازم برای وکفنلی و گوآیاکسایش ترکیبات فنلی )منوفنلی، دی دامنهتواند زمان این دو آنزیم میتثبیت هم

 اکسایش ترکیبات آنیلینی خواهد بود. 

 .، آگاریکوس بیسپروس، نیوروسپورا کراساهای چند آنزیمیآزو، سامانههای فنلی، ترکیبات دیآلاینده كلمات كلیدی:

 مقدمه  -1

 وهای فنلی آلاینده ی مهم )پراكسیداز، تایروزیناز، و لاكیز( برای اضمحلالاكسایشآنزیم  3 ایی بر روی قدرتمقایسه تحقیقات

. اما پراكسیداز برای [1] داردشرایط متعارف  تحتدلالت بر برتری پراكسیداز در تخریب تركیبات رنگی در محیط آبی  ینیآنیل

در حالی كه دو آنزیم لاكیز و تایروزیناز اكسایش تركیبات  ،(A-1 شکل)پراكساید دارد انجام واكنش اكسایشی نیاز به هیدروژن

هایی كه لاكیز و تایروزیناز از طرفی، نوع سابستریت [.1]كنند در هوا كاتالیز میآلی را در حضور اكسیژن مولکولی موجود 

فناوری كرد این دو آنزیم و بکارگیری آنها در فرآیندهای زیستاز لحاظ شیمی عمل بنابراین،. [2] پذیرند با هم متفاوت استمی

اكسایش با واكاوی نتایج  چنانچه .مکمل عملیاتی هم باشندتوانند می ودیاین دو آنزیم تا حد دارند وایی آنزیمی اهمیت ویژه

های گذار بر قدرت این دو آنزیم در انتخاب سابستریت، عوامل تاثیرآزو فنلی، گوآیکولی، كتکولی، و آنیلینیتركیبات رنگی دی
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 ال مهم باشد كه آیا تثبیتگوی این سئونتایج این بررسی شاید بتواند پاسخ گرفت ومختلف مورد تجزیه و تحلیل قرار خواهد 

كاتالیزوری موثرتری برای تیمار زیستی منابع آب آلوده تواند منجر به تولید سامانه زیستزمان دو آنزیم لاكیز و تایروزیناز میهم

 .صورت گرفته استكارهایی  ،نزیم بطور مجزابرای هر آ[، 3-5] البته در گذشتهبه تركیبات فنلی و آنیلینی شود. 

 

 نلیتایروزیناز و لاکیز با ترکیبات ف های پراکسیداز،معادلات استوکیومتری واکنش -1شکل 

و لاكیز  (EC 1.14.18.1)است در حالی كه تایروزیناز  ( یک گروه همEC 1.11.1.7ِباید توجه داشت كه كوفاكتور پراكسیداز )

(EC 1.10.3.2 هر دو )فرومغناطیسی ، دو یون مس در فاصله آنتیتایروزیناز. در جایگاه فعال هستنددار مس هایپروتئین متعلق به

اند. به همین دلیل جایگاه فعال كئوردینه شدهدر ساختمان تتراگونالی باز هیستیدنی  3یک توسط  از هم قرار گرفته اند كه هر

تركیبات فنلی  این آنزیم .باشدمسئول بیوسنتز ملانین می تایروزیناز .[6] ودشمیطبقه بندی  3كز مس نوع امر تایروزیناز در بین

ابتداء طی یک فعالیت اكسیژنازی، تركیب د. كنمی اكسید پیدرمتفاوت اما پیبا استفاده از اكسیژن مولکولی، با دو سازوكار  را

تركیب  مشهور است. واكنش كروزلازی تایروزیناز به. این فعالیت (B-1)شکل  كندفنلی را در موقعیت اورتو، هیدروكسیله می

به یک است از جایگاه فعال آنزیم خارج نشده و توسط آنزیم طی یک فعالیت اكسیدازی  هیدروكسیدیاُرتو حاصل كه یک 

 .[7] استی واكنش كرزولازسریعتر از  چندین برابر كه شودشود. این واكنش با نام كتکولازی شناخته میكوئینون تبدیل میاُرتو

و یک شبکه  1)یک اتم مس نوع آرایش متفاوت  3دارد كه در وجود یون مس  4و در آن  ایی استجایگاه فعال لاكیز چند هسته

 به رنگ ، این آنزیم نیز مانند تایروزیناز3های مس نوع به دلیل حضور یوناند. قرار گرفته( 3و  2های نوع ای از مسسه هسته

 مولکول 4تک الکترونی  به شکل ردوكتاز(داز، دی اكسیژن اكسیدودی فنل اكسی-)پارا هر مولکول لاكیز. [1و  8]باشد آبی می

لاكیز،  میآنز یبه عبارت .(C-1)شکل  شود احیاءآب مولکول  2اكسیژن به  كند تا درنهایت یک مولکولاكسید میرا احیاءكننده 

مولکول  اءیاح یو سپس از آنها برا رهیرا درون خود ذخ شیهر واكنش اكسا یهاكه الکترون كندیعمل م یباطر کیمانند 

بدست آمده از  تایروزینازشود اما غالبا از تایروزیناز به طور گسترده در جانداران مختلف یافت می. [9] كندیاستفاده م ژنیاكس

. [10و  11]شود در موارد تحقیقاتی استفاده میدلیل در دسترس بودن و قیمت پائین، ، به (آگاریکوس بیسپروس) قارچ خوراكی
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ها از بهترین تولید اند. قارچها مشاهده شدهها، برخی از حشرات و معدودی از باكتریگیاهان، قارچغالبا درلاكیزها در مقابل، 

 .[1و  12] آیندكنندگان لاكیز به شمار می

 هامواد و روش -2

 از نمایندگی شركت مرکهای آنزیمی واكنشانجام تهیه تركیبات دی آزو و  برایهای مورد نیاز و حلالتمام مواد شیمیایی 

، [13]های شرح داده شده در مقاله طبق روش ،(2)شکل های دی آزو فنلی، گوآیکولی و كتکولی رنگشد. خریداری آلمان( )

آگاریکوس از  . آنزیم تایروزینازندشدسازی و خالصتهیه [ 3] گزارش شده طبق روشنیز  ،(2)شکل آنیلینی  دی آزو هایرنگ

 .ندشد سازیاستخراج و خالص ،[4]نیز با روش  (NcL) نیوروسپورا كراسااز  آنزیم لاكیز، [14]با روش  (MT) پروسبیس

مجهز به وسایل  Analytic Jena-specord 210 (Germany)های اسپکتروفتومتری به كمک دستگاه اسپکتروفتومتر گیریاندازه

 انجام شد. C˚20در دمای  (  M 05/0 ،7pH محلول بافر فسفات ) در های آنزیمیواكنشكنترل دمایی انجام شد. 

 

 Vآمینی ، و متا فنیل دیIV، آنیلینی III، گوآیکولی II، کتکولی Iشیمیائی مشتقات دی آزو فنلی  ساختار -2شکل 

 هاي رنگي و آنزيمي  هيه محلولت -1-2

( از هر رنگ در mg 5، با حل كردن )آزورنگی دی ای تركیباتهای ذخیرهابتدا محلولها در آب، به علت حلالیت پایین این رنگ

(mL 5 ایزوپروپانل تهیه )رنگی با محلول بافر فسفات های. با رقیق كردن محلولشد (7 pH ،M 05/0در )  دمایC˚20 ، غلظت

با استفاده از  های رنگی تهیه شده،های آنزیمی بدست آمد. پایداری محلولمناسب آنها به عنوان سابستریت، برای واكنش

هیچ تغییری در اثر گیری شد، كه ، اندازهC˚20دمای دقیقه، در  60هر رنگ در  maxλو تغییرات جذب آنها در  ibleisV-UV طیف

 mL)بافر فسفات ( در mg 4) MTمحلول تازه تهیه شدۀ از  تحقیقدر این  مشاهده نشد.رنگ  یا رسوب خودبخودی اكسیدشدن

طبق نیز  NcLو فعالیت آنزیم  ،[5]طبق روش  MTفعالیت آنزیم استفاده شد. (، mL 1)بافر فسفات ( در mg 5) NcLو  (، 1

 انجام شد.به طریق اسپکتروفتومتری  ،[4]روش 
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 هاي آنزيميواکنش -2-2

، pH 7) بافر فسفات در (mL 3) حجم كلی در   UV-Visibleكوارتزهای متداول در سل NcLو  MT های آنزیمی تمام واكنش

M 05/0دمای  ( وC˚20 در حضور مقدار ثابت تركیبات دی( آزوM 50( و مقدار ثابت آنزیم ،)L 100از محلول ذخیره ) ای

و متا فنیل آنیلینی  دی آزو فنلی، گوآیکولی، كتکولی،های رنگی روی تمام محلول بر NcLو  MT اثر آنزیم آنها انجام شد. بررسی

 (nm 800 -220طول موج ) محدودهدر  هاو تغییرات جذب آن الذكرهای فوقبه روش ز طریق اسپکتروفتومتریاآمینی دی

( Steady stateهای سرعت و در شرایط )منحنیهای آنزیمی از روی كلیه واكنش( dA/sec-)ایی سرعت لحظه گیری شد.اندازه

  بدست آمد.

 مطالعات داکينگ مولکولي -2-3

( PDB ID: 2Y9Wبه شماره ) MTهای سنگین )حامل جایگاه فعال( ساختمان كریستالی برای مطالعات داكینگ از یکی از زنجیره

آزمایشات  سازی شدند.ساخته و بهینه ChemDraw Professional 16.0بعدی لیگاندها در برنامه  3. ساختمان [15] استفاده شد

 ,x = 4.49, y = 28.99, z = 92.68 Å)و استفاده از تنظیمات  ،Molegro Virtual Docker [16]نرم افزار  داكینگ هر لیگاند با

radius= 8 and the number of runs = 100) آزوید تیسابستر 3پروژه شامل  نیمورد استفاده در ا یگاندهای. لصورت گرفت 

Ib ،IIIb   وIVb  .یازدهیبا روش امت نگیداكبودند MolDock score تمیو الگور MolDock optimizer algorithm انجام شد .

 .[17] صورت گرفت UCSF Chimera 1.12آنالیز نتایج داكینگ نیز توسط برنامه 

 بررسی بحث و -3

 طراحي تحقيق -3-1

به خوبی مشخص شوند، از اسکلت تركیبات آروماتیک  NcLو  MTبرای این كه عوامل تاثیر گذار بر دامنه سابستریتی این دو آنزیم 

 های مختلف استفاده شد كه دارای مزایای زیر بود:( برای ساختن سابستریت2آزو )شکل دی

 یلینی و هم مشتقات فنلی سنتز كرد.توان هم بر پایه مشتقات آنآزو را میالف: تركیبات آروماتیک دی

 دار كرد.توان استخلافب: این تركیبات را براحتی می

كشنده در موقعیت دهنده یا الکترونهای الکترونتوان با قرار دادن گروهج: چگالی ابر الکترونی بر ترمینال فنلی یا آنیلینی را می

 تغییر داد.آنیلینی  فنلی/پارای ترمینال 

 های آروماتیک تنظیم كرد.گریز بر روی حلقهدوست یا آبهای آبتوان با قرار دادن گروهاین تركیبات را نیز مید: حلالیت 

 های تولید معمولا بالاست.ه: سنتز این تركیبات ارزان و بازده واكنش
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نتیجه با پیشرفت واكنش، كاهش آزو، از هم پاشیدن سیستم كونژوكه كروموفور را به همراه دارد. در اكسایش تركیبات دیو: 

جذب در طول موج بیشینه سابستریت رنگی رخ خواهد داد و بالطبع، سرعت كاهش جذب به طور مستقیم نماینده سرعت واكنش 

 .[5 و 18] (3شکل اكسایشی است )

ات ساختمانی تغییر ها، پس از ایجادالذكر، این امکان وجود داشت كه با حفظ اسکلت اصلی سابستریتبا توجه به نکات فوق

آزو قابل نکته مهم دیگری كه در خصوص تركیبات رنگی دیگیری كرد. ، تاثیر آن را در واكنش آنزیمی مشاهده و اندازههدفمند

طیف وسیعی از آنها در صنایع  و قیمت مناسب هنوزهای آزو رنگ خاصهای ویژگی به علت ماهیت رنگی،ذكر است این است كه 

محیطی بالائی  این تركیبات ارزش زیسترنگ زدایی آنزیمی  بنابراین،. گیرندمورد استفاده قرار میمنسوجات گوناگون غذایی و 

 .[19]دارد 

  

  

  

  
 (E)آزو های لاکیز با مشتقات دیو واکنش Ic ،(B) IIc ،(C) IIIc ،(D) IVc (A)آزو های آنزیمی تایرویناز با مشتقات دیمطالعه واکنش -3شکل 

Ic ،(F) IIc ،(G) IIIc ،(H) IVc در PBS (7 pH ،M 05/0 در دمای )C° 20 .به روش اسپکتروفتومتری 
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 تاثير ماهيت مکانيزمي اکسايش آنزيمي بر گزينش سابستريت -2-3

 دهد.آزو تحت شرایط یکسان نشان میرا با مشتقات مختلف دی NcLو  MTهای تایج نسبی واكنشن 1جدول 

ها بر اساس آنچه كه در قسمت قبل بیان شد، برای و ساختمان سابستریت بود 7بهینه هر دو آنزیم نزدیک  pHكه  به اینبا توجه 

گیری ( اندازهSteady stateكه درشرایط ))بر حسب %( ها واكنش سازی سرعت، با نسبیبودند شده ساختهایی سنجش مقایسه

 برداشت نمود: 1از جدول توان نتایج زیر را ، میندشد

 (.2آزو )شکل با مشتقات دی NcLو  MTهای های نرمالایز شده واکنش: سرعت1جدول 
 ( در نظر گرفته شده است.100بالاترین سرعت مشاهده شده به عنوان واحد )*

NcL 
(dA/min)% 

MT 
(dA/min)% 

 سابستریت

0 04/10 Ib 

0 45/6 Ic 

 If بسیار ناچیز 0

91/1 100* IIb 

95/0 52/81 IIc 

59/0 36/47 IIf 

81/3 0 IIIb 

08/3 0 IIIc 

95/0 0 IIIf 

0 0 IVb 

0 0 IVc 

0 0 IVf 

0 0 Vb 

0 0 Vc 

0 0 Vf 
 

بیشتر به سرعت  NcLهای تر است. در واقع، سرعت واكنشمرتبه آهسته 10حداقل MTهای از واكنش NcLهای سرعت واكنش -

 شباهت دارد.  MTكروزلازی 

- MT ها( را اكسید كند در حالی كه لی )اورتو متوكسی فنلوکتواند تركیبات گوآینمیNcL تواند بشرط آن كه گروههای می

 الکترون كشنده بسیار قوی روی آنها نباشد.

- NcL تواند تركیبات فنلی را اكسید كند در حالی كه نمیMT تواند اما به مانند میNcLشنده بر ، با وجود گروههای الکترون ك

 یابد.فنلی سرعت واكنش آن كاهش می روی سابستریت

 كند.برابر سریعتر عمل می 10حداقل  MTتکولی است اما ، تاثیرآنها بر تركیبات كMTو  NcLوجه مشترک فعالیت  -

 بر تركیبات آنیلینی موثر نیستند. MTو  NcLهیچ كدام از  -
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كه در واقع یک فعالیت  MTدر اولین واكنش به مکانیزم عملکرد این دو آنزیم توجه كرد.  برای درک این نتایج، ابتداء باید

اكسیژن ملکولی، یک اكسیژن از طریق حمله الکتروفیلی در موقعیت در منواكسیژنازی است، پس از تضعیف پیوند بین دو اتم 

بنابراین اتصال ترمینال فنلی )یا آنیلینی( به یون مس موجود در جایگاه فعال (. A-4شکل د )گیرمی قراراورتو سابستریت فنلی 

. برای این منظور، بدیهی است كه سابستریت باید وارد پاكت جایگاه فعال شده و در موضع كئوردینانسیونی [9و  20]الزامی است 

از یک انتقال تک الکترونی از  NcLنزیمی مناسب پیوند با یون مس قرار گیرد تا واكنش صورت پذیرد. در مقابل واكنش آ

انتقال این تک الکترون . (B-4)شکل  شودسابستریت الکترون دهنده به اولین یون مس در دهانه جایگاه فعال آنزیم آغاز می

رش دهنده )مثلا تركیب فنلی( به یون مس صورت گیرد و هم از طریق پتواند هم از طریق اتصال كئوردینانسیونی الکترونمی

. این دو مکانیزم صورت گیرد دهنده به یون مسالکترون از روی مولکول الکترون دهنده به یون مس پس از نزدیک شدن الکترون

این بدین  .[1 و 20-21] شوند( نامیده میouter sphere electron transfer( و )inner sphere electron transferبه ترتیب )

دهنده( معناست كه اكسایش تک الکترونی سابستریت توسط لاكیز به دلیل اختلاف پتانسیل بین سابستریت )به عنوان الکترون

هایش، ملاحظات ساختمانی زیاد اهمیت ندارند گیرد. بنابراین، در واكنش لاكیز با سابستریتو اولین یون مس لاكیز صورت می

( 2)شکل كه هیچ گونه گروه عاملی فنلی یا آنیلینی ندارد  ABTSمین دلیل است كه هبه بلکه اختلاف پتانسیل اهمیت دارد. 

نبوده و صرفا ثر بر مشتقات فنلی و آنیلینی مو NcLدهد كه نشان می 1نتایج جدول  .[1] شودبراحتی توسط لاكیز اكسید مینیز 

اند كشنده قوی داشتهلی كه گروههای الکترونوک. تركیبات گوآی(3)شکل  لی اثر داشته استوکبر روی مشتقات كتکولی و گوآی

خوانی كند، هم. این نتایج با توجه به پتانسیل اكسایش این تركیبات كه از ردیف زیر تبعیت میانداكسید نشده NcLنیز توسط 

 :[18]دارد 

 هاآنیلین >ها فنل >ها لوکگوآی >ها كتکول

 V) (، فنلیV 53/0) است. گوآیکولی V 42/0( NHEپتانسیل اكسیداسیون تركیبات كتکولی نسبت به الکترود هیدروژن نرمال )

( است. پس مشتقات آنیلینی احیاء كننده بسیار ضعیفی است و كتکول نسبت به دو تركیب فنل و V 05/1( و آنیلین )60/0

 [.13]شود آیکول احیاء كننده بهتری است و بهتر اكسید میگو
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انتقال الکترون در پاکت جایگاه فعال  outer sphere( مکانیزم Bهای یپیشنهادی در طی یك چرخه کامل کاتالیزوری تایروزیناز و )( واسطهA) -4شکل 

 یك لاکیز.

تاثیر بوده است. اما بر تركیبات فنلی و كاتکولی لی بیوکكیز، تایروزیناز بر تركیبات گوآیدهد كه برخلاف لانشان می 1نتایج جدول 

با توجه به این كه مشخصات ساختمانی سابستریت در تایروزیناز بر مشتقات آنیلینی نیز بی تاثیر بوده است. موثر بوده است. 

انی بر واكنش تایروزیناز با دار است، سئوال این است كه كدام مشخصات ساختمواكنش با تایروزیناز از اهمیت بالائی برخور

 تاثیر منفی داشته است؟ها و آنیلینها لوکگوآی

 بر گزينش سابستريت ازدحام فضائيتاثير  -3-3

اورتو آزاد دارند های خوبی برای لاكیز هستند اما با وجود این كه این تركیبات هنوز یک موقعیت یکول سابستریتگوآمشتقات 

آید شوند. با توجه به شباهت ساختمانی بالای موجود در تركیبات این تحقیق، این سئوال پیش میتوسط تایروزیناز اكسید نمی

لی سبب از بین رفتن فعالیت كروزلازی تایروزیناز وکهای اورتو تركیبات گوآیوجود یک گروه متوكسی در یکی از موقعیتآیا كه 

 شود؟می

شده و در موضع كئوردینانسیونی آنزیم واكنش تایروزیناز سابستریت باید وارد پاكت جایگاه فعال  برای، چنان كه ذكر شدآن 

( بر روی یکی 2ل )شک IIIbو  Ibدو ملکول (. بنابراین، A-4مناسب پیوند با یون مس قرار گیرد تا واكنش صورت پذیرد )شکل 
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در بین  Ibكه ترمینال فنوكسی  (A-5)شکل دهد داک شدند. نتایج این مطالعه نشان می MTهای حاوی جایگاه فعال از زنجیره

آنگستروم فاصله دارد. یعنی كاملا در محیط كئوردینانسیونی آن یون  5/2ها در حدود دو یون مس قرار گرفته و با یکی از مس

و نیز در آن حدود قرار گرفته است. این هندسه برای هیدروژن موقعیت اورت-به طوری كه یکی از پیوندهای كربنمس قرار گرفته 

این  آورد.نشیند امکان واكنش هیدروكسیلاسیون روی حلقه )آنهم در موقعیت اورتو( را فراهم میاكسیژنی كه بین دو مس می

، His84ا هیدروفوب بهای اندركنشهم چنین و   His262و  His84 ،Asn259از طریق پیوندهای هیدروژنی با  Ibموقعیت فضائی 

Phe263  وVal282 ( 47/49پایدار  =Moldockscore( شده است ) 5شکل-B).  5شکل اما-C  نشان میدهد كه ترمینال فنوكسی

IIIb  انگستروم( با این تفاوت كه  9/2نیز در فضای كئوردنانسیونی یکی از دو یون مس قرار دارد )البته قدری دورتر در حدود

ماتیک شده به طوری های آمینواسیدی موجود در جایگاه فعال سبب چرخش حلقه آروتوكسی با سایر دنبالهاندركنش استخلاف م

آنگستروم(  5ها خارج كرده )بیش از هیدروژن واقع در موقعیت اورتوی دیگر را از محوطه كئوردینانسیونی مس-كه پیوند كربن

توانسته به  IIIbاما در هر صورت گیرد. برای هیدروكسیلاسیون قرار نمیها است. به این ترتیب این جایگاه در اختیار اكسیژن

( از طریق Moldockscore=  -68/63در موقعیت فضائی پایداری )وارد جایگاه فعال شده و  Ibدلیل شباهت ساختمانی بالا با 

گیری پایدار پیشنهاد این جهت. (B-5 )شکل قرار بگیرد His84، و His262 ،Val282 ،His258های آمینواسیدی اندركنش با دنباله

 MTبه عنوان یک مهاركننده رقابتی قوی برای  IIIbكه  میرودانتظار  در نظر گرفت و Ibتوان یک آنالوگ را می IIIb كند كهمی

 باشد.نیز می 1گیری موافق نتایج سنتیکی جدول عمل كند و نه سابستریت آن. این نتیجه

  

  
( موقعیت Cهای آمینواسیدی پاکت جایگاه فعال آنزیم. )های آن با دنباله( اندرکنشB) و MTپس از داک بر روی  Ib( موقعیت فضائی پایدار A) -5شکل 

 های آمینواسیدی پاکت جایگاه فعال آنزیم.های آن با دنباله( اندرکنشDو ) MTپس از داک بر روی  IIIbفضائی پایدار 
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 بر گزينش سابستريت تاثير اسيــديته -4-3

گردد كه قبلا در این آنزیم با تركیبات آنیلینی برمی Iدراكسایش تركیبات آنیلینی به اختلاف پتانسیل مس  NcLعدم توانائی 

نکته مهمی در خصوص واكنش تایروزیناز  در اكسایش مشتقات آنیلینی باید به MTاما برای درک عدم توانائی  توضیح داده شد.

، ابتداء سابستریت باید به یون مس یشهاهایش اشاره كرد. آن چنان كه ذكر شد در واكنش تایروزیناز با سابستریتبا سابستریت

 ۀمحاسب بر اساسكئوردینه گردد. بنابراین سابستریت فنلی باید پروتون از دست داده تا به شکل یون فنلات با مس كئوردینه شود. 

از  [.22]است فعال  جایگاهمس كاتیون با كنش برهمدر  یبسیار مهم مرحلۀ ،فنلییل هیدروكسگروه ، یونیزاسیون تئوری هوكل

های مس تشکیل پیوند دهد. تواند با یوناین رو، هر چه سابستریتی بتواند راحتر پروتون از دست داده و یونیزه شود، بهتر می

 kJ) ( در تركیبات فنلیH-Oانرژی تفکیک پیوند )[ و 23]است  apK=14آروماتیک  ، و گروه آمینapK=89/9گروه فنلی دارای 

1–mol 363 )( است كه كمتر از انرژی تفکیک پیوند آنیلینH-N( تركیبات آنیلینی )1–kJ mol 369 است، پس پیوند )H-O 

تشکیل پیوند های آنیلینی نسبت به فنلی بسیار كمتر است بنابراین، چون اسیدیته پروتون [.24باشد ]می H-Nتر از پیوند ضعیف

شوند. از طرفی، اختلاف الکترونگاتیویته تر است و بهتر توسط تایروزیناز اكسید میبا یون مس برای تركیبات فنلی و كتکولی آسان

های مس را نسبت به اختلاف الکترونگاتیویته نیتروژن نباید از یاد برد كه كار را برای تركیبات فنلی نسبت به بین اكسیژن و یون

 كند.آنیلینی راحتر می مشتقات

 باعث تشکیل بازهای فنلی هایاكسیژن الکترونی در دانسیتهافزایش این پدیده از دیدگاه اسید و باز لوئیس نیز قابل تامل است. 

 یا 13در مقایسه با گروه اسید لوئیس نرم تواند به عنوان یک می فعال تایروزیناز، جایگاه در موجود مسشود. ی مینرمتر لوئیس

یک و نرم  یک بازبین  پیوندتشکیل  سازیانرژی فعال چنانچه جدول تناوبی در نظر گرفته شود. گروههای فلزات واسطۀ ضعیفتر

كتکولی با تشدید تركیبات یک باز سخت و یک اسید نرم است، بنابراین بین  پیوندتشکیل انرژی فعال سازی اسید نرم كمتر از 

و با مس برهمکنش بیشتری خواهند  دندهنشان میاز خود تایروزیناز  ت به جایگاه فعالنسب قدرت نوكلئوفیلی، كشش بیشتری

تری برای توانند به شرایط سخت، به عنوان یک باز سخت نمیالکترونی ، اما تركیبات آنیلینی به علت كاهش دانسیته[25]داشت 

 واكنش با مس اختیاج دارند.

 سابستريتهاي نابجا بر گزينش تاثير اندرکنش -5-3

 شناخته شده است یبا ساختار سه بعد مولکول دیگربه  یک تركیباتصال مناسب  گاهیجا ینیب شیپ ،مولکولی نگیهدف از داك

 تیفعال، یبیترك لیمكند. می ینیب شیدو مولکول را پ نیب وندیو شدت پ بیمناسب مولکول در ترك یریجهت گ به طور موثركه 

 IVbنتیجه داكینگ مولکولی در  [.26] هستنددر این اتصال موثر  یو هم از نظر هندس یانرژمناسب هم از نظر  گیری و جهت

نشان داده شده است.  6در شکل  MTباشد بر روی می 2كه یک مشتق آنیلینی از همان ساختمان عمومی معرفی شده در شکل 
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نتوانسته است  IVbدهد كه علیرغم شباهت بالای ساختمانی این تركیب آنیلینی با همتای فنلی و كاتکولی، این نتیجه نشان می

پایدارترین كانفورمر  6های مس ندارد. البته شکل یابی درستی به طرف یونوارد پاكت جایگاه فعال شود و درنتیجه هیچ جهت

IVb  برMT دهد نشان می(92/66 - =Moldockscore)  های های حاصل از داكینگ نیز وضعیتلازم به ذكراست كه سایر پاسخو

  .كردندپیشنهاد می MTرا نسبت به جایگاه فعال  IVbتری از نامناسب

 
 حاصل از مطالعات داکینگ مولکولی. MTبا  IVbپایدارترین موقعیت پیوندی  -6شکل 

گیری فضائی كه جهت كردهبرقرار  Glu322 با هیدروژنی قوی را پیوند IVbكه به دلیل توانائی گروه آمین،  دهدنشان می 6شکل 

. بنابراین، شاید بتوان در طبیعت و یا از طریق مهندسی آنزیم به كرده استآن را در مقابل پاكت )و نه در داخل آن( تثبیت 

باشند. اما اكسایش این تركیبات  كسید كردن تركیبات آنیلینی را داشتهلاكیز)ها(ی رسید كه اختلاف پتانسیل مناسب برای ا

های آمینواسیدی با سایر دنبالههای نابجا توسط یک تایروزیناز، اضافه بر مشکل دپروتونه شدن تركیب آنیلینی، مزاحمت اندركنش

  كند.نه غیر ممکن( می تر )امارا نیز دارد كه مسیر رسیدن مشتق آنیلینی به جایگاه فعال تایروزیناز را سختساختمان آنزیم 

 ریگيجهينت –4

های متفاوت برای اكسایش تركیبات شوند اما به دلیل مکانیزمهای فنلازی محسوب میگرچه لاكیز و تایروزیناز هر دو آنزیم

تركیبات رسد تثبیت هم زمان این دو آنزیم طیف وسیعتری از آروماتیک، طیف سابستریتی آنها با هم متفاوت است. به نظر می

لی لاكیز، تایروزیناز را مهار كنند. بنابراین، وکهای گوآیرا برای اكسایش آنزیمی هدف بگیرد اما این خطر وجود دارد كه سابستریت

توانائی بالاتری نیز خواهد داشت مگر توان گفت كه یک سامانه آنزیمی حاصل از تثبیت هم زمان این دو آنزیم با قطعیت نمی

های محیط آبی در دست باشد. هم چنین اگر اكسایش تركیبات آنیلینی هم مد نظر مناسبی از نوع آلاینده اطلاعات شیمیائی

 .باشند، باید اطمینان حاصل كرد كه لاكیزی استفاده شود كه اختلاف پتانسیل لازم برای این نوع اكسایش را داشته باشد
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 تقدير و تشکر -5

قدر فناوری كامل شد و به استاد گرانفورماتیک پژوهشگاه ملّی مهندسی ژنتیک و زیستاین مقاله با همکاری ارزنده واحد بیوان

 .شودمرحوم دكتر مهدی بکاولی تقدیم می
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