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سینتیکی آنزیم پراکسیداز در حضور آلکالوئیدهاي پورینیمطالعه

طیبه رحمتی دروازي و ریحانه سریري
دانشکده علوم، دانشگاه گیلان، رشت، ایرانگروه زیست شناسی،

armrah@guilan.ac.ir، طیبه رحمتی دروازيمسئول مکاتبات: 

.کندپراکسید که یک گونه فعال اکسیژنی است، تسریع میهیدروژنازاستفادهباراهاي مختلفمادهاکسیداسیونی پیشهايواکنشپراکسیدازآنزیمچکیده. 
اکسیداتیواسترسایجادبا،زیادهايغلظتدروکنندمیعملسلولیدرونمسیرهايتنظیمدررسانپیامعنوانبهکم،هايغلظتدراکسیژنفعالهايگونه

افراد وجود دارند، هکه به مقدار فراوان در رژیم غذایی روزانهاي گازدارو نوشابهچايقهوه،هایی مثلنوشیدنیاز طرفی، .دارندراایمنیسیستمبرغلبهقابلیت
بررسی شده است. پراکسیدازفعالیتبرتئوبرومینتئوفیلین و، تأثیررواز اینهستند. تئوبرومینوها از جمله تئوفیلینوي مقادیر زیادي از آلکالوئید گزانتینحا

510آمینوآنتی پیرین در طول موج -4کردن جذب محصول رنگی ناشی از اکسایش فعالیت پراکسیداز به روش کینتیک توسط اسپکتروفتومتر از طریق دنبال
را پراکسیدازآنزیمفعالیتترکیبدودر این مطالعه نشان داده شد که هرشود. گیري میتئوبرومین اندازهتئوفیلین و فقدانو دقیقه، در حضور 3نانومتر به مدت 

ها، هر یک از مهارکنندهmaxVو mKهاي مولار است. از طرفی مقادیر ثابتمیلی55/0و 50/0تئوبرومین و تئوفیلین به ترتیب براي50ICمقادیر کنند ومیمهار
مولار تعیین شد. درنتیجه، تئوبرومینمیلی045/0و 03/0، براي تئوبرومین و تئوفیلین به ترتیب iKدهد. همچنین مقدار مهار را نشان میدن مکانیسمنارقابتی بو

ماده است. بنابراین، پیش-بیشتري به کمپلکس آنزیماتصال، داراي قدرت مهار بالاتر و تمایلiKو50ICکمترمقادیرداشتندلیلبهتئوفیلین،بامقایسهدر
.تري بر فعالیت پراکسیداز داردشود که تئوبرومین اثر مهاري قويگیري مینتیجه

، مهارکنندهادیکال آزادر،تئوفیلینتئوبرومین،اکسیدان،آنتی. هاي کلیديواژه

Kinetic study of peroxidase enzyme in the presence of purine alkaloids
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Abstract. Peroxidase catalyzes different oxidation of substrates using hydrogen peroxide, a reactive oxygen specie
(ROS). ROS, at low concentrations, act as messenger to regulate intracellular signaling, whereas, at high
concentrations, they can overcome the immune system by creating oxidative stress. Some common beverages such as
coffee, tea and soft drinks contain high levels of xanthine alkaloids including theophylline and theobromine. In this
study, the effect of theophylline and theobromine on peroxidase activity was kinetically studied by measuring the
absorption of 4-aminoantipyrine, oxidized in the presence and absence of theophylline and theobromine at 510 nm for 3
minutes. The results showed that theobromine and theophylline acted as inhibitors with IC50 of 0.50 and 0.55 mM,
respectively. Km and Vmax values showed that both compounds are non-competitive inhibitors. The values of Ki were
calculated as 0.03 and 0.045 mM for theobromine and theophylline, respectively. Lower values of Ki and IC50 for
theobromine compared to theophylline indicates that theobromine has a higher inhibition strength and binding tendency
to the enzyme-substrate complex. Hence, it is concluded that theobromine has a stronger inhibitory effect on POD
activity.
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مقدمه
کهاست،دارهمپروتئینیکپراکسیدازاکسیدانیآنتیآنزیم
غیرآلــی آلی ومختلفيهامادهپیشاکسیداسیونیهايواکنش

الکتــرون،پذیرنــدهعنوانپراکسید، بههیدروژنازاستفادهبارا
ــریع ــدمیتس ــام هم.کن ــه تم ــک چرخ ــیدازها داراي ی پراکس

Valko(کاتالیتیک عمومی با سه مرحله احیاي متوالی هستند

et al., ــدروژن ).2006 ــا یــک مولکــول هی ــزیم ب در ابتــدا آن
احیاي دو الکترونی - ند اکسیداسیون پراکسید، در طی یک فرآی

دهد. در نتیجه هیدروژن پراکسید، احیاء شــده و آب واکنش می
آیــد، کــه گردد و از طرفی آنزیم به شکل اکسید در میتولید می

شــود. ایــن ترکیــب شــامل یــک مرکــز گفته میIبه آن ترکیب 
و یک رادیکال آلی کــاتیونی، واقــع )O = Fe(IV)اکسی فریل (

هــم یــا یــک ریشــه تریپتوفــان اســت. در مرحلــه دوم، بــر روي
دستخوش احیاي تک الکترونی شــده Iرادیکال کاتیونی ترکیب 

بــاIIکند، بنابراین ترکیب و یک مولکول سوبسترا را اکسید می
با IIگیرد. در آخرین مرحله، ترکیب شکل میفریلاکسیمرکز

پایــه اکسیداسیون تک الکترونــی دومــین سوبســترا، بــه حالــت
شود که این مرحله تعیین کننده سرعت واکنش فریک احیاء می

,.Conesa et al(است 2002.(
ازگروهــی) بــهHydrogen peroxideهیدروژن پراکســید (

Reactiveهاي فعــال اکســیژن (آزاد به نام گونــههايرادیکال

Oxygen Speciesهــاي هاي آزاد، مولکول) تعلق دارد. رادیکال
هایی هستند که در طی متابولیسم طبیعی سلول از یونفعال یا

,Pisoschi & Pop(انداکسیژن مولکولی مشتق شــده 2015;

Valko et al., 2006.(ROSهــاي پــایین یــا هــا در غلظت
هاي متوسط داراي یک نقش فیزیولوژیــک در پاســخ بــه آســیب

سلولی از جمله دفاع در برابر عوامل عفونی هستند. همچنین در 
آپوپتوز و رسان سلولی مثلهاي پیامعملکرد تعدادي از سیستم

کمــکســلولیتمــایزوتکثیــرتنظیمبهنقش دارند وبیان ژن
,Agidigbi & Kim(کنندمی 2019; Perillo et al., 2020(

توان به استرس اکسیداتیو و هاي آزاد میاثرات مضر رادیکالاز.
هاي فعــال گونــهاي بــالايهــاشاره کرد که در غلظتنیتروزاتیو

هــاي آزاد رادیکالشوند. تماس طولانی بــااکسیژنی مشاهده می
هاي کم، ممکن است باعث آسیب به مولکولحتی در یک مقدار

تواند منجر به شود، درنتیجه میDNAمهم بیولوژیکی و جهش 
Liguori et(ها شــود هاي مهمی از جمله انواع سرطانبیماري

al., 2018; Gammella et al., 2016; Srinivas et al.,
وجود اینکه مولکــول اکســیژن بــراي حیــات بنابراین با). 2019

تواند ســمی اي میتحت شرایط ویژههوازي کاملاً ضروري است،
بــه ایــن پدیــده اصــطلاحاً پــارادوکس اکســیژنی هم باشــد کــه

)Oxygen Paradox(ــه می ــنشــود.گفت ــتلالرو،از ای دراخ
هــاROSتجمعبهمنجرممکن است،پراکسیدازیمآنزعملکرد

,.Davies et al(گــردد در بــدنهــاناهنجاريبرخــیبــروزو

2017.(
هاي رایجی مانند قهوه، از طرفی در جوامع امروزي، نوشیدنی

توســط افــراد مصــرف هاي گــازدار کــه روزانــهچــاي و نوشــابه
ا از جملــههــشوند، حــاوي مقــادیر بــالایی از متیــل گزانتینمی

دي 3و1و تئــوفیلین () گــزانتینمتیــلدي7و3(تئــوبرومین 
) 2O4N8H7Cشــیمیایی یکســان (فرمــولمتیــل گــزانتین) بــا

مشــتق شــده از هــاي هســتند. ایــن ترکیبــات، آلکالوئیــد پورین
برخوردارند و گیاهاندرايگستردهتوزیعازکهگزانتین هستند

ي قهــوه و کاکــائو یافــت هابه مقدار زیادي در برگ چــاي، دانــه
,Fredholm(شــوندمی قــادر طبیعــیترکیبــاتایــن).2010

کــرده و سیســتم عصــبی مغــزي عبــور- هستند، از سد خــونی 
هاکنند. بنابراین آلکالوئید گزانتینمرکزي و محیطی را تحریک 

معمــولاًگردان خفیف شناخته شده و هاي روانبه عنوان محرك
شــوندمحســوب مییاري از داروهــادهنده بســتشکیلاز اجزاي

)Monteiro et al., 2016(.
در چندین دهه اخیر، تئوفیلین جهت مصارف بالینی استفاده 

ـــرات شـــود و در غلظتمی ـــانی، داراي اث هـــاي مناســـب درم
کننده است. شواهد زیادي مبنــی بــر اینکــه ضدالتهابی و ایمنی

و آسم شدید هاي ریوي انسداديتئوفیلین، براي درمان بیماري
,Barnes(داردیــک عامــل ســودمند اســت، وجــود 2013;

Dubuis et al., 2014; Hosseini et al., . التهــاب )2021
ترین ناهنجاري در بیمــاران آســمی اســت و تئــوفیلین بــه اصلی

ــه ــدالتهابی، از جاب ــیت ض ــل خاص ــتهدلی ــاکتور هس اي جایی ف
شــدهفعــالBهايســلولکاپــايســبکزنجیــرهکنندهتقویت

)Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells or NF-kBهاي ) که مسئول رونویسی ژن
هــا را در کند. درنتیجه بیان ایــن ژنالتهابی است، جلوگیري می

,.Zhong et al(دهــدآســم کــاهش می 2017; Lawrence,

تــأثیر هاي ایمنــی نیــزاین ترکیب گزانتینی بــر ســلول). 2009
اي هاي تــک هســتهگذارد، به این ترتیــب کــه وقتــی ســلولمی

هــاي پریفــرال خــون و ماکروفاژهــاي ریــوي، در معــرض غلظت
هاي کمتري ترشــح گیرند، سوپراکسیدمناسب تئوفیلین قرار می

کننــد. همچنــین تئــوفیلین خــوراکی، فعالیــت باکتریــایی و می
هاي حفــره دار ) از ماکروفاژ2O2Hرهاسازي هیدروژن پراکسید (

دهد، در نتیجه با این کار بر ایمنی بــدن افــزوده و را کاهش می
,Barnes(کنــد ها کمک میROSبه پاکسازي بدن از  2003,

2004; Fricker & Gibson, علاوه بر تــأثیرات مفیــد ). 2017
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بــهمنجــرتوانــدمیآناز حــدبــیشمصــرفتئوفیلین بر بدن،
خــون،فشــارگــوارش، افــتهــاي دســتگاهناراحتیخــوابی،بی

تشــنج شــود وقلبــیآریتمــیشــدید،تهــوعحالــتاســتفراغ،
)Zhong et al., 2017.(

در مصــارفطــولانیتئوبرومین نیز همانند تئوفیلین قــدمتی
مصــرفیدر غلظــتتئــوبرومینمثــالعنــوانبــهدارد،بــالینی

ازیکـــیواگ کـــهعصــبنامناســـبســـازيفعالازمناســب
کند. بنابراین، میجلوگیرياست،مداومسرفهیاصلهايویژگی

مــزمن ســرفهدرمانمفید برايداروییعنوانمی توان از آن به
,.Morice et al(نمــوداستفاده تئــوبرومینهمچنــین.)2017

ــیتدوداراي ــیدانیآنتیخصوص ــیدانیواکس ــوده و پرواکس ب
ن و ماننــد کــافئیگزانتینیهــايپورینهماننــد ســایر آلکالوئیــد

عصــبیسیســتمملایــمبســیارمحــركیکعنوانتئوفیلین به
ــزي  ــل) Central Nervous System or CNS(مرک عم

تئوفیلین و کافئین است، ازکمترتئوبرومینمحركثرا.کندمی
اثــراتتوانــدرو میاز ایــن.داردبــدندربیشــتريعمرنیمهاما

,.Baggott et al(باشــدتري بــر بــدن داشــتهطولانی 2013;

Mitchell et al., 2011; Shanahan et al., ایــن ). 2019
اش در گشــاد کــردن ترکیب بــه دلیــل ادرارآور بــودن و توانــایی

تجمــعبهکه منجرقلبینارساییمثلموارديدرعروق خونی،
شود و همچنین براي درمان فشار خون مورد در بدن میمایعات

,.Cova et al(گیرد استفاده قرار می 2019.(
A-1)APOآپولیپوپروتئینافزایشباعثتئوبرومینمصرف

A1و (HDLشود. آپولیپوپروتئینمیانسانخوندرکلسترول
A-1اصلی، پروتئینHDLازکلســترولورودباعــثکــهاست
بــودننــاقصیــاکمبودصورتدروگرددمیHDLبههاسلول

انتقــالیعنــی،خــوداصــلیعملتواندنمیHDLپروتئین،این
APO A1درنتیجــه. دهدانجامراکبدبههاسلولازکلسترول

قلبــی را کــاهش داده و در مقابــل کرونرهايرگگرفتگیخطر
همچنین، این ترکیب گزانتینــیدارد.کنندهمحافظتاثريآن
برقــرارارتبــاط)A1)AR1آدنــوزین گیرندهباانتخابیطوربه

C/EBPباعــث تخریــبAR1رسانپیاممهارطریقازکرده و

)CCAAT-Enhancer-Binding Proteinــــود، در ) می ش
ــایز ــه تم ــلولنتیج ــار میهايس ــی را مه ــد.چرب ، C/EBPکن

کــه بیــانرونویسی اســت،فاکتورهايچند عضوي ازايخانواده
تقویــترامتابولیســمدردرگیــرهــايچــون ژنخاصیهايژن
,.Neufingerl et al(کند می به عنوان یک تئوبرومین ). 2013

ــوه ــا قه ــد، ب ــی قدرتمن ــاده طبیع ــفید و م ــی س اي شــدن چرب
اي، چاقی ناشی از رژیم غذایی هاي چربی قهوهسازي سلولفعال

براین، اثر ضد چاقی آن به یــک مســیر لاوه ع.دهدرا کاهش می

استراز مرتبط است کــه تئــوبرومین تنظیمی وابسته به فسفودي
(یــک ایزوفــرم از PDE4Dیــق تعامــل بــا به طــور فعــال از طر
هـــاي چربـــی و ) فعالیـــت آن را در بافت4فســـفودي اســـتراز 

,.Jang et al(کنــد هاي تقویت کننــده انــرژي مهــار میسلول

2020; Mitani et al., وجــود اثــرات مفیــدي کــه بــا). 2017
تواند منجــر تئوبرومین بر بدن دارد، استفاده بیش از حد آن می

ی، تحریــک معــده، حالــت تهــوع و اســتفراغ شــود اشــتهایبه بی
)Baggott et al., 2013.(

هاي مهمی چون گزانتینآلکالوئیدباتوجه به مطالب ذکرشده،
جزء اساسی تشکیل دهنده تئوفیلین و تئوبرومین،

هاي گازدار هاي رایجی مثل قهوه، چاي و نوشابهنوشیدنی
ورینی با توجه به هستند. طبق مطالعات پیشین، این ترکیبات پ

هاي هاي مصرفی، قابلیت تأثیر مفید و مضر بر قسمتغلظت
یکی پراکسیداز ها را دارند. از طرفی مختلف بدن از جمله آنزیم

دراست. بنابرایناکسیدانی از اجزاي مهم سیستم دفاعی آنتی
برمذکورگزانتینیمتیلهترکیباتاحتمالیاثرحاضر،پژوهش
.شدبررسیپراکسیدازیمآنزطبیعیفعالیت

هامواد و روش
مواد شیمیایی 

پراکســیدازآنــزیمعبارتند ازپژوهشدر ایناستفادهموردمواد
-4وتئــوبرومینتئــوفیلین،،Arthromyces ramosusگونــهاز

ازفنــل. شــدندخریــداريSigmaشرکتازکهپیرینآمینوآنتی
شــیمیاییصــنایعازددرص30پراکسیدهیدروژنومركشرکت

فعالیتسنجشجهتفسفاتپتاسیمبافر. شدتهیهمجللیدکتر
اســپکتروفتومتر دســتگاهاز.شــدآمادهآزمایشگاهمحیطدرآنزیم

UV-VisibleشــرکتازPharmacia3000مــدلUltrospec

شد.استفادهآنزیمیواکنشجذبخواندنجهت
سنجش فعالیت آنزیم پراکسیداز

نجش فعالیــت ســینتیکی آنــزیم پراکســیداز، از روش مــورد براي ســ
استفاده توسط محققین پیشین بــا کمــی اصــلاحات، اســتفاده گردیــد 

)Ferreira et al., میکرولیتــر 340بنــابراین محلــولی حــاوي ). 2010
مولار، بــه میلی7/1میکرولیتر هیدروژن پراکسید 7/1مولار، 17/0فنل 

، 5، 3، 2، 1مولار با غلظــت متغیــر (میلی5/2پیرین آمینوآنتی- 4همراه 
ــافر پتاســیم فســفات 100، 50، 30، 20، 15، 10، 8 ــولار) و ب میکروم
) تهیه شــد و در نهایــت یــک میکرولیتــر از آنــزیم pH=7.2مولار (2/0

فعالیــت آنــزیم پراکســیداز بــه روش .پراکسیداز به محلول اضافه گردید
کوپی جــذبی مــورد ســنجش کینتیک با استفاده از دستگاه اسپکتروســ

در این سنجش آنزیمی جذب محصــول رنگــی کینــونیمین، قرارگرفت.
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ــایش  ــل ازاکس ــوآنتی- 4حاص ــوردرپیرینآمین ــانحض ــلهمزم وفن
درجــه 25نــانومتر و دمــاي 510پراکســید، در طــول مــوج هیــدروژن
,.Sariri et al(گیري شــد انــدازهدقیقــه3مدت بهسانتیگراد، 2006 .(
- منحنــی میکــائیلیس آمــده،دســتبهبا توجه بــه اطلاعــات در نهایت 

هــاي ســینتیکی برك رسم شد و به مــوازات آن ثابت- منتن و لاینویور 
mKوmaxVها محاســبه گردیــد. شــایان در فقدان هر یک از مهارکننده

ذکراست، که هر مرحله از آزمایش سه مرتبه تکرار شده است.
بررسی مهار آنزیمی 

، جهــت تعیــین تــأثیر ترکیبــات ذکــر شــده بــر زمایشدر این آ
-4فعالیت آنزیم پراکسیداز، غلظــت فنــل، هیــدروژن پراکســید و 

)میکرومــولار100معادلسوبسترااشباعغلظت( پیرین آمینوآنتی
ها ثابت و غلظت مهارکننده متغیر در نظر گرفتــه در تمام سنجش

ــوبرومین از غلظت ــراي تئ ــاي شــد. ب ــی 15/0ه ــولار یمیل2ال م
5/1الــی 15/0هــاي استفاده شد و در مورد تئــوفیلین نیــز غلظت

تــر بیــان گونه کــه پیشمولار مورد استفاده قرارگرفت. همانمیلی
شد، هر مرحله از آزمایش سه مرتبه تکرار گردید و براساس نتایج 

آمده، مشاهده شد که فعالیت آنزیم پراکسیداز در حضــور دستبه
نده کاهش یافته است. در نهایت با توجــه بــه هر یک از دو مهارکن

پاسخ براي هر -اطلاعات کسب شده، نمودارهاي مهاري و غلظت 
یک از دو مهارکننده رسم گردید.

محاسبات سینتیکی
هــر یــک براي 50ICپاسخ، مقادیر - با توجه به نمودار غلظت 

از دو مهارکننده محاسبه شد. از طرفی براي تعیین الگوي مهــار 
فعالیت آنزیمــی در ،xmaVوmKپارامترهاي سینتیکیمقادیر و

میکرومــولار) و 100الی 1هاي مختلف سوبسترا (حضور غلظت
ســپس،ها ســنجش شــد. غلظــت ثابــت هــر یــک از مهارکننــده

ترسیم گردید. برك- منتن و لاینویور - نمودارهاي میکائیلیس 
حضــوردر،)iK(مهاري ثابتمقدارتخمین زدنهمچنین براي

بــرايدر نهایت،شد.نمودار ثانویه رسمها،مهارکنندهازیکهر
.گردیدرسمدیکسون،نمودارکامل بودن مهار،یاجزئیتعیین

نتایج
پراکسیدازفعالیت

ازیکهرمختلفهايدر غلظتپراکسیدازفعالیت
باآمده،دستبهنتایجبراساس. شدگیرياندازههامهارکننده

دربیشتريکاهشترکیبات،اینازیکهرغلظتافزایش
).1شکل (گردید مشاهدهآنزیمفعالیت
mK،maxVسینتیکیپارامترهايتعیین

با زیــاد )،3، 2هاي (شکلبرك- براساس نمودارهاي لاینویور 
غلظت مهارکننده شیب نمــودار همــواره ثابــت بــوده، امــا شدن

) متغیــر -mK/1(Xمحــور ) وY)maxV/1محل تقاطع با محــور 
،maxVوmKسینتیکیاست. بنابراین باتوجه به آن، پارامترهاي

گردیــد و محاســبههامهارکننــدهازیــکهرفقدانوحضوردر
با افزایش غلظت مهارکننده maxVو mKمشاهده شد که مقادیر 

ــاهش می ــدیک ــادیر.ابن ــتبهمق ــدهدس ــرايآم ــايب پارامتره
تعیــینجهــت. اســتشــدهمقایسهباهم1لجدودرسینتیکی

توســطشــدهمحاســبهmaxVوmKیرمقــاددرســتیو دقــت
غلظــتفقــدانوحضوردرولف- هانسنموداربرك،- لاینویور

50ICمقــادیروشــدترسیمهامهارکنندهازیکهرmK ثابــت)
کــهسوبســتراازغلظتیعنوانبهونام داردمنتن- میکائیلیس

حــداکثرســرعتنصــفانــدازهبــهواکنشسرعتغلظت،درآن
ــفاســت، ــین،. شــودمیتعری ــزیماتصــالتمایــلهمچن ــهآن ب

(ســرعت حــداکثر واکــنش maxVو) دهدمینشانرامهارکننده
دوهربراي) شودیاشباع سوبسترا مشاهده مغلظتدرکهاست

ــده ــتبهمهارکنن ــددس ,Cornish-Bowden(آم در). 2013
ازآمــدهدســتبهmaxVوmKمقــادیرکــهشــدمشاهدهنهایت
وبــودههممعادلبرك،- لاینویوروولف- هانسنمودارطریق

دقــتبــودنکه این نتیجه، بــالاکنندمیتأییدرایکدیگریقاًدق
هــاي ولــف و ثابت- دهــد. نمــودار هــانس مینشــانآزمایش را

طبــق سینتیکی حاصــل از آن در ایــن مقالــه ذکرنشــده اســت.
مهــاربــرك بــراي تشــخیص- عات پیشین، نمودار لاینویور اطلا

هربراينموداراینزیرانیست،مناسبیکدیگرازکاملوجزئی
هــايراهبهترینازیکیرواز ایناست.یصورت خطبهمورددو

درV/1(نمــودار دیکســون کامــل،مهارازجزئیمهارتشخیص
,Copeland(است)[I]برابر یکسوندنمودارن،بنابرای). 2000

رســم تئــوفیلینوتئــوبرومیناز یمختلفــهايغلظتحضوردر
).5، 4هاي شده است (شکل

50ICو iKمقادیرتعیین
پاسخ - ) و نمودار غلظت 1با توجه به نمودار اثر مهاري (شکل 

برايومولارمیلی5/0تئوبرومینبراي50IC)، مقادیر 6(شکل 
همچنین ثابت .تخمین زده شدمولارمیلی55/0تئوفیلین
) براي هر یک از 7(شکل ثانویهنمودار ، از روي)iK(مهاري 

براي تئوبرومین وiKها تعیین شد، که مقدارمهارکننده
آمد. دستبهمولارمیلی045/0و03/0تئوفیلین به ترتیب 

نشانرامهارکنندهبهآنزیمتمایلمیزان،)iK(مهاري ثابت
اي کمتر باشد، راین اگر مقدار آن براي مهارکنندهدهد. بنابمی

تمایل مهارکننده براي اتصال به آنزیم بیشتر بوده و با قدرت 
,Purich(شود بیشتري به آنزیم متصل می مقادیر). 2010

50IC وiK بیان شده است.2براي هر دو مهارکننده در جدول
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.تئوفیلینوتئوبرومینختلفمهايغلظتدرپراکسیدازفعالیت-1شکل
Figure 1. Peroxidase activity in the different concentrations of theobromine and theophylline.

.تئوبرومینحضور و فقدانبرك در-نمودار لاینویور -2شکل 

Figure 2. Lineweaver-Burk plot in the presence and absence of theobromine.

حضور و فقدان تئوفیلین.برك در-نمودار لاینویور -3شکل 
Figure 3. Lineweaver-Burk plot in the presence and absence of theophylline.
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تئوبرومین.وتئوفیلینمختلفهايغلظتدربرك-لاینویورنمودارازآمده،دستبهmaxVوmKمقادیریسهمقا-1جدول
Table 1. Comparison of the Km and Vmax values, from Lineweaver-Burk plots in the different concentrations of
theophylline and theobromine.

0.8 0.7 0.6 0.55 0.5 0.4 0 Theophylline(mM)
0.005 0.006 0.007 0.008 0.009 0.010 0.013 Km (mM)

12.886 15.267 17.857 19.801 21.834 24.509 31.948 Vmax (μmol/min)
0.8 0.7 0.55 0.5 0.45 0.4 0 Theobromine(mM)

0.0045 0.005 0.006 0.0065 0.008 0.009 0.013
Km (mM)

11.299 12.303 15.083 16.313 20.202 22.321 31.948 Vmax (μmol/min)

.تئوبرومینفقدانوحضوردردیکسوننمودار-4شکل
Figure 4. Dixon plots in the presence and absence of theobromine.

.فقدان تئوفیلینوحضوردرنموداردیکسون-5شکل
Figure 5. Dixon Plots in the presence and absence of theophylline.
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.تئوبرومینوحضور تئوفیلیندرپراکسیدازپاسخ-غلظتنمودار-6شکل
Figure 6. The Dose-Response plot of peroxidase in presence of theophylline and theobromine.

.تئوبرومینوتئوفیلینحضوردرپراکسیدازثانویهنمودار-7شکل
Figure 7. The Secondary Plot of Peroxidase in Presence of theophylline and theobromine.

.وبرومینئتئوفیلین و تiKو 50ICمقادیر مقایسه -2جدول
.for theophylline and theobrominecalculatedvaluesiand K50Comparison of the ICTable 2.

Inhibitor Chemical structure IC50 (mM) Ki (mM)

Theophylline 0.55 0.045

Theobromine 0.5 0.03

بحث
کــه هایی همچون تئوفیلین و تئوبرومیننگزانتیغلظت مصرفی متیل

مهار فعالیــت آنزیمــی حــائز درشوند،میمصرفگستردهطوربهروزانه 
,.Martínez-Pinilla et al(اهمیت هستند 2015; Wikiera et al.,

maxVو mKبراساس پارامترهاي سینتیکی در این مطالعه، ). 2012

ك بــراي هــر یــک از بــر-نمودار لاینویور محاسبه شده از طریق

و mKمقــادیرکاهشــیو تغییرات)3، 2هاي ها (شکلمهارکننده
maxV،تــوانیم)1(جــدول غلظت مهارکنندهیشافزابامتناسب
یــکاز یــتتبعبــاتئــوفیلینوتئــوبرومینعنوان نمود که ینچن

محسوســیطــوربــهراآنــزیمفعالیــتنارقــابتی،مهاريمکانیسم
قــادر هســتند، شدهذکرترکیباتازیکر هزیرا.دهندمیکاهش

-پیــرین (آنــزیم آمینــوآنتی-4-فقــط بــه کمــپلکس پراکســیداز 
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ماده) و بــه جایگــاهی متفــاوت از جایگــاه فعــال پراکســیداز پیش
ترکیبــاتایــنازمتصــل شــوند. در نتیجــه در حضــور هــر یــک

قادراســت یاصــلمادهعنوان پیشپیرین بهآنتیوآمین-4گزانتینی، 
دهــدتغییرايگونهبهراآنزیمساختار پراکسیداز،بهاتصالازبعد
بــدین. قرارگیــردآندســترسدرمهارکننــده اتصــالییگاهجاکه

یشافــزاتئوبرومینیاتئوفیلینبه یدازپراکسیبیترکیلمترتیب
ســهکمــپلکسیــکدرنهایــت. یابدیمکاهشmKمقدارویافته
و یرینپآمینــوآنتی-4یداز،پراکســشــاملحاصــلبیومردهتایی
گزانتینی موردنظر شکل گرفتــه و واکــنش آنزیمــی مهــار یبترک
است.maxVگردد، که این امر علت کاهشمی

تعیین شده از طریق نمودار ثانویهiKاز طرفی، براساس مقادیر 
تئــوفیلین کمتــر ازبــراي تئــوبرومینiK)، کــه مقــدار 7(شــکل 

مهــاريثابــتن، با توجه به تعریفتخمین زده شده است. همچنی
)iK(،و دهــدمینشــانرامهارکننــدهبــهآنــزیمتمایلکه میزان

آنــزیمبــهمهارکننــدهاتصــالقــدرتبــاهموارهآن يعددمقدار
ــاطی ــوس ارتب ,Bisswanger(داردمعک 2017; Cook &

Cleland, و قــدرت تمایــلکــهرســدمینظــربهچنین). 2007
ازبیشــترمــادهپیش–آنــزیمکمــپلکسبــهتئــوبرومیناتصــال

آمده ازدستبه50ICبراین، ازآنجا که مقدار علاوه. استتئوفیلین
بــراي تئــوبرومین در )6شــکل (پاســخ-غلظــت نمــودارطریــق

توان چنین استنباط نمود کــه مقایسه با تئوفیلین کمتر است، می
مهــاري تئوبرومین احتمالاً در مقایسه بــا تئــوفیلین داراي قــدرت

درکــهمهارکننــدهازبه عنوان غلظتــی،50ICبیشتري است. زیرا 
یافته است، تعریف کاهشنصفاندازهبهمیآنزتیفعالغلظت،آن
مهارکننــدهيمهــارقــدرتو50ICمقــداربینهموارهشود ومی

,Bisswanger(استبرقرارعکسيارابطه 2017.(
براي اتصال به کمــپلکس بالاي تئوبرومینتواناییجهت توجیه 

ســاختاربــهتوجــهآن، باماده و قدرت مهاري بیشترپیش-آنزیم 
داد که بیشتر پیشنهادچنینتوانمیها،مهارکنندهاینشیمیایی

بودن قدرت مهاري تئــوبرومین در مقایســه بــا تئــوفیلین، ممکــن 
مــرتبط7Nو 1N ،3Nهــاي هــاي حجــیم در جایگاهاست به گروه

ها داراي یــک نقــش ضــروري، پورین7Nو3Nهاياتما زیرباشد.
جهت تشخیص مهارکننده توســط آنــزیم و تمایــل اتصــال بــه آن 

متیلاسیون گــزانتین در وجود، کاملاً آشکار است که بااینهستند.
از طرفــی .اســتبــراي مهــار لازم و ضــروري7و 3هاي موقعیت

شناسایی توسط باز پورینی به طورِ ویژه براي8C-7N-6Cهاي اتم
آنزیم مهم هستند، که به شدت با آنــزیم تعامــل دارنــد. بنــابراین،

اهمیــتازهــاپورین7Nجایگــاهدرمتیــلگــروهجایگزینی یــک
,.Ataei et al(اســتبرخورداربیشتري 2007; Shanahan et

al., تــوان تفــاوت در قــدرت مهــاري را بــه رو، میازایــن). 2019
ده نسبت داد.ساختار کلی هر مهارکنن

نمــودارازمهــارنــوعنیــیتعيبــراحاضرپژوهشدر،یطرفاز
ودیــگرداســتفادهارزشــمنداریبســیروشــعنــوانبــهکسونید

دادهصیتشــخکامــلنوعازمهارنوعآمدهدستبهجینتابراساس
بــهمهارکننــدهدوازکیــهرحضوردرکسونیدنموداررایزشد،

نمــودارشد،گفتهترشیپکهیاتحیتوضطبق. استیخطصورت
یخطــيالگــوازباشــدکامــلمهــارکــهیزماندرفقطکسونید

یهــذلولصــورتبهمهار،بودنیجزئصورتدروکندیمتیتبع
,Copeland(است 2000; Yoshino & Murakami, 2009.(

گروهــی از محققــان هايبا یافتهآمده از این تحقیق،دستبهنتایج 
اکســیدانی کبــد مــوش، مــورد هــاي آنتیافئین را بــر آنزیمکه تأثیرک

بررسی قراردادند، مشابهت دارد. این پژوهشگران مشاهده کردنــد، کــه 
مهــاري دارد و کافئین بر آنزیم کاتالاز و سوپراکسید دیســموتاز اثــري

,.Sung et al(دهــد ها را به طور قابل توجهی کاهش میفعالیت آن

ــري). 2004 ــه دیگ ــل در مطالع ــی مث ــدهاي گزانتین ــر آلکالوئی ، اث
کافئین بر فعالیت گزانتین اکسیداز شیر، کبــد، و تئوبرومین، تئوفیلین

دهــد هــر کــدام از شش و قلب موش بررسی شده است،که نشــان می
ها بر فعالیت آنزیم گزانتین اکسیداز اثــر مهــاري داشــته و این ترکیب

ــ ــوع رق ــده از ن ــراي هــر ســه مهارکنن ــار ب ابتی اســت. مکانیســم مه
تئــوفیلین بیشــترینترکیبــات،اینiKمقادیربهتوجهبابراین،علاوه
تئــوبرومیندهد، درحالی کهآنزیم را از خود نشان میبهاتصالقدرت

اتصــال نیــز مربــوط بــه قــدرتکمتــرینقرار گرفته ودومجایگاهدر
,.Bae et al(کافئین است  2015.(

این زمینه انجــام شــده اســت، راز مطالعات مشابه دیگري که د
ــی ــأثیربررس ــاییگزانتینمتیلت ــون ه ــافئین،چ ــوفیلینک و تئ

است. نتایج حاصل شده فسفاتاز آلکالینیتفعالبریلینفپنتوکسی
از این تحقیق، حاکی از آن است که هر ســه ترکیــب بــر فعالیــت 

کننــد آن را به طور نارقابتی مهار میآنزیم، اثري کاهشی داشته و
هــا اثــر کاهشــی گزانتینه تئــوفیلین در مقایســه بــا ســایر متیلک

,.Glogowski et al(بیشــتري دارد  همچنـــین در). 2002
جملــههــاي ترانســفرازي ازتحقیقی دیگر، تأثیر کافئین بــر آنزیم

آمینــازترانسپیــرواتگلوتامات،)GGT(ترانسفرازگاماگلوتامیل 
)GPT (مینــازآترانساگزالوســتاتگلوتامــاتو)GOT (بررســی

دهــد کــه کــافئین باوجوداینکــه است. این مطالعه نشــان میشده
گلوتامــاتآمینــاز وترانساگزالوســتاتهاي گلوتامــاتبراي آنزیم

کند و فعالیــت کننده عمل میآمیناز به عنوان فعالترانسپیروات
ترانســفراز را بــا گلوتامیــلدهــد، آنــزیم گامــاها را افزایش میآن

,.Al-Qaisi et al(کنــدســم غیررقــابتی مهــار میمکانی 2011 .(
توسط گروهی دیگر از محققین اکسیدازمونوآمینبرکافئینتأثیر
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ــراربررســیمــورد ــدمشــاهدهوگرفــتق ــاکــه کــافئینکردن ب
راآنودادهکــاهشراآنــزیمفعالیــترقــابتینــوعازمکانیسمی

,.Petzer et al(کندمیمهار ،محققــین2019ســالدر). 2013
ــر ــررامــرتبطهــايگزانتینمتیلوتئــوبرومینمهــارياث رويب

آمــده،دســتبهنتــایجطبــق.کردنــدبررســیاولیهاکسیدازآمین
ــرايمهــاريالگــوي ــوع هــاگزانتینمتیلهمــهب ــابتیاز ن غیررق

محاســبه شــده بــرايiKهمچنــین، مقــدار. شــددادهتشــخیص
هاي دیگرگزانتینمتیلازتریینپاتوجهیقابلطوربهتئوبرومین

آمد، که این امر قدرت مهاري بیشتر تئوبرومین را اثبــات دستبه
,.Shanahan et al(کرده است  2019.(

نتیجه گیري
رسدمینظرحاضر، بهتحقیقدرآمدهدستبهبراساس نتایج 

در تئوبرومینمثل تئوفیلین وگیاهیهايآلکالوئید پورینکه
هستندقادرمجاز،حدازبالاترهايغلظتدرمصرفرتصو

مهارراپراکسیدازجملهازاساسیهايآنزیمازبسیاريفعالیت
بهپراکسیدازحیاتیآنزیمعملکرددراختلالین،براعلاوه. کنند

استرس چونهاییناهنجاريبروزبرايرابدنتواندیخود مهنوب
توجهبادرنتیجه،. سازدمستعدترسرطاننهایتدرواکسیداتیو

مهارکننده، دواز یکهر يبراآمدهدستبهiKو50ICمقادیربه
بهتئوفیلین،بامقایسهدرشود که تئوبرومینمیچنین استنباط

تريقوياحتمالاً اثر منفیکمتر،iKو50ICمقادیرداشتندلیل
سبت به تئوفیلین دارد. بنابراین تئوبرومین نپراکسیدازفعالیتبر

بوده و فعالیت پراکسیداز را به مقدار بیشتري تريقويمهارکننده
دهد.کاهش می

يسپاسگزار
نگارندگان مقاله از مساعدت دانشگاه گیلان در انجام این 

نمایند.پژوهش، تشکر و قدردانی می
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