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  چكيده
م آنزييك ) A( نوع يگاو پانكراسريبونوكلئاز 

شكستن پيوندهاي  آن نقشاست و اندوريبونوكلئاز 
-تك RNAتر در ساختمان سشيميايي فسفودي ا

. باشد اي مي اي طي يك واكنش دو مرحله رشته
اول اين واكنش آنزيمي يك واكنش  يمرحله
، يك واكنش آندوم  يمرحله و فسفريلاسيونترانس

آلوپورينول ايزومر . است) آبكافت(هيدرولازي 
هاي طبيعي يكي از پورين(ي هيپوگزانتين ساختار

كه با مهار آنزيم گزانتين اكسيداز توليد  باشدمي) بدن
يكي از داروهاي  و دهداسيد اوريك را كاهش مي

اين دارو به علت . پرمصرف در درمان نقرس است
داشتن ساختار نوكلئوتيدي ممكن است بر روي 

گاوي  ساختار و فعاليت آنزيم ريبونوكلئاز پانكراس
هاي ريبونوكلئاز با توجه به اهميت آنزيم .مؤثر باشد

براي حفظ تعادل  RNAهاي درتجزيه انواع مولكول
هاي زيستي و سيستم سلولي، بايد تأثير انواع مولكول

داروهايي را كه ممكن است بر روي فعاليت اين 
بنا بر اين در تحقيق . آنزيم اثرگذار باشند بررسي كرد

 مختلفهاي در غلظت آلوپورينول تأثير اين حاضر
 پانكراسبر روي ساختار و فعاليت آنزيم ريبونوكلئاز 

در ابتدا منحني اشباع آنزيم در . شودگاو بررسي مي
سپس اثر . رسم شد cCMPحضور سوبستراي 

ميلي  0-1و  0-5آلوپورينول در محدوده غلظتي 
مولار بر روي سرعت بيشينه آنزيم بررسي شد و 

نحني اشباع آنزيم در حضور چند غلظت پس از آن م

نتايج نشان دادند كه دارو در . از دارو رسم شد
هاي استفاده شده باعث كاهش فعاليت آنزيم غلظت

سپس بررسي ساختار آنزيم با استفاده از . شودمي
نمايي دوراني انجام مطالعات اتصال ليگاند و دو رنگ

تغيير شد كه نتايج نشان داد كه آلوپورينول باعث 
توان گفت در مجموع مي. شودساختار آنزيم نيز مي

بر فعاليت اين دارو به احتمال قوي اثر مهاركنندگي 
  .دارد Aآنزيم ريبونوكلئاز 
 ،يگاو پانكراسريبونوكلئاز : كلمات كليدي

  cCMP ، آلوپورينول
  

  مقدمه
يك ) A( نوع يگاو پانكراسريبونوكلئاز 

 EC 3.1.27.5ي اندوريبونوكلئاز با شماره آنزيم
هاي اگزوكرين پانكراس گاو باشد كه از سلول مي

اين آنزيم بسيار شناخته شده است و . شود ترشح مي
شيميايي  اي در مورد خواص فيزيكي، بطور گسترده

 A ريبونوكلئاز .و آنزيمي آن مطالعه شده است

واحد  124پپتيدي با تعداد متشكل ازيك زنجيره پلي
ه حداكثر فعاليت آنزيمي و نقطه ك باشد اسيدآمينه مي

 pH=7-7.5ايزوالكتريك آن به ترتيب در 
 ].1،7و16- 17[گزارش شده است   pI=9.45و

. شكل كلي آنزيم شبيه كليه و يا لوبياي قرمز است
باشد كه بوسيله يك شكاف باردار  داراي دو لپ مي

كه محل ) حاوي رزيدوهاي كاتاليتيكي(مثبت 
ست از يكديگر جدا ا RNAقرارگيري سوبستراي 
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فرمول مولكولي و بي بار آنزيم بصورت . شوند مي
C575, H907, N171, O192, S12 ساختار . باشد مي

 19بين آنها  آمينواسيد است كه در 124آنزيم داراي 
شود و تنها  اسيدآمينه طبيعي ديده مي 20تا از 

. اسيدآمينه تريپتوفان درساختار آن وجود ندارد
ده  ساختار اين پروتئين شامل ازي درهاي ب اسيدآمينه

هيستيدين است در  چهار آژرنين و چهار ليزين،
گلوتاميك  پنجهاي اسيدي شامل  حاليكه اسيدآمينه

بنابراين تعداد . باشد آسپارتيك اسيد مي پنجاسيد و 
هاي اسيدي  هاي بازي بيش از اسيدآمينه اسيدآمينه
 رفيزيولوژيك با pHنتيجه آنزيم در  در است و

كرده و به عنوان يك پروتئين كاتيوني  مثبت پيدا
نقش آنزيم ]. 9-20،18،10و23[ شود شناخته مي
شكستن پيوندهاي شيميايي فسفودي  Aريبونوكلئاز 

اي طي يك  تك رشته RNAاستر در ساختمان 
 .باشد استر مي 5'محل  اي و در واكنش دو مرحله

-مرحله اول اين واكنش آنزيمي يك واكنش ترانس

است كه ) ترانس استريفيكاسيون(سفريلاسيون ف
فسفات حلقوي  3'و2'منجر به تشكيل حد واسط 

يك سمت از  در) حدواسط فسفودي استر حلقوي(
درسمت  OH-´5پيوند شكسته شده و گروه آزاد 

مرحله دوم اين واكنش آنزيمي، . گردد مخالف آن مي
است كه منجر به ) آبكافت(يك واكنش هيدرولازي 

يميايي حدواسط فسفودي استر حلقوي و تجزيه ش
فسفو اليگو  3'(فسفات  3' تشكيل انتهاي مونواستري

مرحله ترانس فسفوريلاسيون . شود مي) نوكلئوتيد
 گيرد تر از مرحله هيدرولازي صورت مي بسيار سريع

به همين دليل در اين پروژه تمام آزمايشات بر روي 
جام شده ان Aهيدرولازي آنزيم ريبونوكلئاز  مرحله
آلوپورينول ايزومر ساختاري هيپوگزانتين . ]19[ است

است كه با مهار ) هاي طبيعي بدنيكي از پورين(
آنزيم گزانتين اكسيداز توليد اسيد اوريك را كاهش 

سرمي و ادراري اسيد   غلظت  با كاهش. دهدمي
 يابد و از بروز يامي  كاهش  اورات  ، رسوب اوريك

نفروپاتي ناشي از اسيد  سي ونقر  آرتريت  پيشرفت
همچنين آلوپورينول ميزان . دشوجلوگيري مي  اوريك

هيپوگزانتين و گزانتين را كه براي ساخت نوكلئوتيد 
و اسيدنوكلئيك از طريق مسيري كه شامل آنزيم 
هيپوگزانتين گوانين فسفوريبوزيل ترانسفراز است، 

آلوپورينول يكي از داروهاي  .دهدافزايش مي
از آلوپورينول در . ف در درمان نقرس استپرمصر

مواردي همچون افزايش اسيد اوريك خون و هنگام 
. شود هاي اگزالات كلسيمي نيز استفاده مي بروز سنگ

ميزان مصرف اين دارو در بيماري نقرس و در 
گرم است كه مقدار آن  ميلي 600تا  200بزرگسالان 

ن همچني. شود با توجه به شدت بيماري توصيه مي
گرم و  ميلي 300سال  ده تا ششاين دارو در كودكان 

گرم روزانه  ميلي 150در كودكان زير شش سال، 
با توجه به اهميت آنزيم  ].5، 11و14[ شود تجويز مي

 RNAهاي تجزيه انواع مولكول هاي ريبونوكلئاز در
براي حفظ تعادل سيستم سلولي، بايد تأثير انواع 

ي را كه ممكن است هاي زيستي و داروهايمولكول
. بر روي فعاليت اين آنزيم اثرگذار باشند بررسي كرد

با توجه به اين مطلب در اين پروژه تأثير اين 
بر روي ساختار و  مختلفهاي تركيبات در غلظت

- گاو بررسي مي پانكراسفعاليت آنزيم ريبونوكلئاز 

  .شود
   

  مواد و روش كار
در اين : Aسنجش فعاليت آنزيمي ريبونوكلئاز ) 1

پروژه مطالعات سينتيكي با استفاده از دستگاه 
 CECILمرئي مدل  ـاسپكتروفتومتر ماوراء بنفش

و در دماي ] nm 284 ]14در طول موج  9000
C˚27 مورد استفادهبافر  .است انجام شده Tris-
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EDTA  شاملmM2 EDTA  وmM 100 Tris 
در بررسي هاي . ]18[ بوده است pH=5/7با 

آنزيم  ريبونوكلئاز  Mµ 5لظت سينتيكي از غ
در  cCMPسوبستراي  پانكراس گاوي در حضور

ثبت   .استفاده شده است mM 2 -0محدوده غلظتي 
سرعت آنزيم در هر غلظتي از سوبسترا با سه بار 
تكرار انجام گرفت و با استفاده از ميانگين سرعتهاي 

، 12و 15[ ثبت شده منحني اشباع آنزيمي ترسيم شد
4-3.[  
داروي آلوپورينول بر فعاليت آنزيم ررسي اثر ب) 2

اشباع آنزيمي پس از رسم منحني  A:ريبونوكلئاز 
 غلظت  در غلظت هاي مناسب سوبسترا، در

mM8/0  به بيشينه مقدار سرعت آنزيم كه سوبسترا
بررسي اثر داروي آلوپورينول بر خود مي رسد، 

در محدوده غلظتي  Aفعاليت آنزيم ريبونوكلئاز 
mM 1-0  وmM 5 -0 محفظه شاهد  به. انجام شد

و نمونه كه از جنس كوارتز با ضخامت يك 
، با حجم و غلظت يكسان بافر و  متر بودند سانتي

سپس اختلاف جذب دو محفظه . سوبسترا اضافه شد
آنزيم به همراه غلظت . صفر گرديد nm 284در 

دقيقه  2 هاي ذكر شدهدر محدوده مورد نظر دارو
سپس به محفظه نمونه مجموع آنزيم و آنكوبه شد و 

مورد نظر و به محفظه شاهد مجموع بافر و  يدارو
افزوده گرديد تا غلظت محتويات هر دو يكسان  دارو

 mM 8/0ثبت سرعت آنزيم در غلظت .  باقي بماند
سوبسترا و در هر غلظت دارو با دو بار تكرار انجام 

عليه مانده در پايان نيز نمودار سرعت باقي. گرفت
 .)6و  5شكل( هاي مختلف دارو رسم گرديدغلظت

بررسي اثر داروي آلوپورينول بر منحني اشباع  )3
بررسي اثر داروي  :Aآنزيمي آنزيم ريبونوكلئاز 

هاي  آلوپورينول بر منحني اشباع آنزيمي در غلظت
mM 1 در اين بررسي نيز . آن انجام شده است/. 5و

ر و سوبسترا به دو ابتدا حجم و غلظت يكساني از باف
سپس آنزيم به . محفظه شاهد و نمونه اضافه شد

همراه غلظت مورد نظر داروي آلوپورينول دو دقيقه 
آنكوبه شد و به محفظه نمونه مجموع آنزيم و دارو و 
. به محفظه شاهد مجموع بافر و دارو افزوده گرديد

 mM 2-0ثبت سرعت آنزيم در محدوده غلظتي 
ظت از دارو با سه بار تكرار سوبسترا و در هر غل

منحني اشباع آنزيم نيز براي هر غلظت . انجام گرفت
 ها رسم شددارو به طور جداگانه پس از ثبت داده

  .)7شكل(
ساختار آنزيم  بر آلوپورينول ليگاندتأثير مطالعه ) 4

دستگاه  اين بررسي با استفاده از: Aريبونوكلئاز
 CECILمدلمرئي  ـي ماوراء بنفش راسپكتروفتومت

-Trisبافر  و در nm 280موج  در طول،   9000

EDTA  شاملmM2 EDTA  وmM 100 Tris 
غلظت اوليه آنزيم .  انجام شده است pH=5/7با 

در نظر Mμ 25) با آلوپورينولبدون تيتراسيون (
 دودر هر  بافرابتدا حجم يكساني از . گرفته شد

اختلاف سپس . ريخته شد نمونه شاهد و محفظه
به .  گرديد صفر nm 280 طول موج درآنها  جذب

شاهد هم حجم  محفظهنمونه آنزيم و به محفظه 
خوانده  nm 280در  و جذب آنزيماضافه آنزيم بافر 

با غلظت و  محفظه ود ، به هر مرحله بعد در.  شد
  دقيقه 3 پس از و افزوده آلوپورينولحجم يكسان 

در طول موج دماي محيط جذب  درآنكوباسيون 
nm 280 به اين ترتيب تيتراسيون . ثبت گرديد

مرحله بعد از  هر در وگرفت  مرحله به مرحله انجام
مربوط به هر نقطه  دقيقه آنكوباسيون جذب 3

 زمان نمودار غلظت هم.  خوانده شد تيتراسيون
رسم  nm 280 جذب در طول موجعليه  آلوپورينول

داده  تيتراسيون ادامه به اشباع رسيدن منحني،تا  شد و
و  ليگاند يعني آلوپورينولغلظت در اينجا  .شد
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با استفاده از  تيتراسيوناز هر نقطه  غلظت آنزيم در
  :باشدروابط زير قابل محاسبه مي

                             

[ ] ( ) [ ]o
o

o E
VV

VE ×
+

=                    

[ ] ( ) [ ]Lst
VV
VL ×
+

=
o

  

با  Aدوم آنزيم ريبونوكلئاز  بررسي ساختار) 5
 يا استفاده از تكنيك دورنگ نمايي دوراني

Circular Dichorism)CD(: هاي  طيفCD 
 Far-UV CD)در ناحيه ماوراء بنفش دور 

spectra)  با استفاده از دستگاه طيف نور سنج
Jasco J-7.5 در غلظت  Mµ 25  آنزيم و

 5آلوپورينول پس از  5/0و  mM 1 هاي  غلظت
ثبت شد و نتايج  C˚27قيقه آنكوباسيون در دماي د

 molar( حاصله براساس واحد بيضي واري مولي 

epllipticity (  يا(deg cm2dmol-1)  گزارش
در اين رابطه از معادله .  شده است

[ ] ( ) LCMRWobs ./100×= θθ λ  استفاده شد
دهنده غلظت پروتئين برحسب  نشان Cكه در آن  

نمايانگر طول مسير عبوري  L،  ليترگرم در ميليميلي
متوسط وزن مولكولي   cm   ،MRWنور برحسب

-گيري شده از بيضي مقدار اندازه θيك اسيد آمينه و 

برحسب درجه در يك طول موج خاص  واري
 -1- (+)دستگاه توسط ماده .  باشد مي

كافوراسيدسولفونيك و با توجه به مقدار گزارش 

]شده  ] 12
291 deg7820 −= dmolcmθ بره كالي

هاي  حذف اغتشاشات موجود در منحني.  شده است
بدون تغيير  Avivافزار ثبت شده نيز با استفاده از نرم

و براي   ها صورت گرفته است در شكل اصلي منحني
ها جهت تعيين ميزان ساختارهاي دوم از آناليز طيف

  ].19[ استفاده شده است CDNNنرم افزار 
  نتايج

در حضور  Aنوكلئاز سنجش فعاليت آنزيم ريبو) 1
منحني اشباع آنزيمي در : cCMPسوبستراي 

و در  cCMPسوبستراي  mM2-0محدوده غلظتي 
آنزيم در هر سنجش، رسم شده  Mµ 5غلظت 

شكل كلي منحني به صورت غيرهايپربوليك . است
اي رسد علت آن ظهور پديدهاست كه به نظر مي

ده اين پدي. باشدمي همانند پديده مهار سوبسترايي
شود و آغاز ميسوبسترا  mM 8/0از غلظت  تقريباً

هاي بالاتر سوبسترا كاهش فعاليت آنزيم را در غلظت
 mM 2به دنبال دارد تا جايي كه در غلظت 
 1شكل( سوبسترا فعاليت آنزيم نزديك صفر است

   ).2و
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پديده مهار بخشي از منحني كه از حالت خطي خارج شده و به سمت بالا منحرف شده است . برك ـني لينويورمنح) 2شكل

  .دهدترايي را نشان ميسوبس
  
داروي آلوپورينول بر فعاليت آنزيم بررسي اثر  )2

 يك غلظت مشخص سوبسترا در: Aريبونوكلئاز 
سوبسترا كه سرعت آنزيم به  mM8/0 غلظت(

داروي آلوپورينول اثر )  رسدخود مي مقدار حداكثر
بر روي  mM 5-0و  mM 1 -0در محدوده غلظتي 

 3 شكلهمان طور كه در  .فعاليت آنزيم بررسي شد

افزايش غلظت داروي  ،ودشمشاهده مي 4و 
آنزيم  منجربه كاهش سرعت mM 1آلوپورينول تا 

غلظت آلوپورينول تا وقتي . شودمي Aنوكلئاز يبر
mM 5 باز هم كاهش  سرعت آنزيمابد يافزايش مي
 mMابد اما ميزان تغييرات سرعت در محدوده يمي
به . است mM 1  -0محدوده بسيار كمتر از  1-  5
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 داروي آلوپورينولرسد كه همين دليل به نظر مي
اليت آنزيم در ابيشترين اثر خود را بر ميزان فع

با توجه به . به جا مي گذارد mM 1  -0محدوده 

توان گفت اين دارو ست آمده تا كنون مينتايج به د
بر فعاليت آنزيم به احتمال قوي اثر مهاركنندگي 

  .دارد Aريبونوكلئاز 
  

  

  

  

  

  

  Aآنزيم ريبونوكلئاز  بر روي سرعت mM  1-0تاثير داروي آلوپورينول در محدوده غلظتي )3شكل
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Aآنزيم ريبونوكلئاز بر روي سرعت  mM  5-0ثير داروي آلوپورينول در محدوده غلظتيأت )4شكل

  
بررسي اثر داروي آلوپورينول بر منحني اشباع ) 3

بررسي اثر داروي : Aآنزيمي آنزيم ريبونوكلئاز 
هاي  آلوپورينول بر منحني اشباع آنزيمي در غلظت

mM 1 همان طور كه  .آن انجام شده است 5/0,0و
با افزايش غلظت داروي  مشخص است 5در شكل 

وپورينول سرعت بيشينه آنزيم كه در غلظت آل

0.8mM  كاهش پيدا  ،باشدمي) قله منحني( سوبسترا
هاي سوبسترا نيز كاهش در ساير غلظت .كندمي

سرعت آنزيم وجود دارد اما در اين غلظت 
هاي بدست آمده با توجه به داده.  تر استمحسوس

هاي داروي آلوپورينول در غلظت توان گفت كهمي
  .ي اثر مهاري بر روي فعاليت آنزيم داردمشخص
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 از 5/0و  mM 1هاي سوبسترا و در حضور غلظت mM 2 -0در محدوده غلظتي  Aمنحني اشباع آنزيم ريبونوكلئاز ) 5شكل

  .داروي آلوپورينول
  
آنزيم مطالعه تاثير ليگاند آلوپورينول بر ساختار  )4

پورينول ليگاند آلودر بررسي اتصال : Aريبونوكلئاز 
 6 همان طور كه در شكل Aآنزيم ريبونوكلئاز به 

نشان داده شده است، تيتراسيون پي در پي اين 
، Mµ 25  با غلظت آنزيمتركيب در محلول حاوي 

و ليگاند در  آنزيممنجربه افزايش جذب كمپلكس 
اين افزايش جذب تا . شودمي nm  280طول موج

- ادامه مينول آلوپورياز  آنزيم به اشباع رسيدن كامل

ليگاند تغيير  ، افزايش ميزانآنزيمدر ناحيه اشباع . يابد
آنزيم محسوسي در ميزان جذب كمپلكس 

تيتراسيون  .كندو ليگاند ايجاد نمي Aريبونوكلئاز 
آن و از طرفي  به افزايش منظم غلظت ليگاند منجر

در محيط  Aآنزيم ريبونوكلئاز كاهش منظم غلظت 
  .شودواكنش مي

  

  

  

  

  

  

  

  در حضور داروي آلوپورينول Aآنزيم ريبونوكلئاز  منحني اشباع )6شكل

[Alo]=0mM 
[Alo]=0.5mM 
[Alo]=1mM 
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با  Aبررسي ساختار دوم آنزيم ريبونوكلئاز ) 5
 استفاده از تكنيك دورنگ نمايي دوراني

مقايسه  7 شكل :)Circular Dichorism)CDيا
كه در را  طيف ساختار دوم آنزيم طبيعي و آنزيمي

نول آنكوبه شده هاي مختلف آلوپوريحضور غلظت
در اين شكل افزايش غلظت . دهداست، نشان مي

آلوپورينول تغييرات منظمي را در ساختار دوم آنزيم 
  .كندايجاد مي

  
-آلوپورينول با استفاده از تكنيك دو رنگ 0، 5/و mM 1 بررسي تغييرات ساختار دوم آنزيم در حضور غلظت هاي) 7شكل

  .nm 240-190در ناحيه  (Circular Dichorism)نمايي دوراني 
  

نشان داده شده است  9و  8 همان طور كه در شكل
در راستاي افزايش غلظت آلوپورينول كاهش درصد 

Parallel β, β-Turn  و-Helix  α  به همراه
 Antiو  Random coil  افزايش درصد 

parallel β به اين ترتيب مي. مشاهده شده است-

هاي ذكر شده به عنوان غلظتتوان از آلوپورينول در 
هم ريختگي ساختار دوم آنزيم ه عاملي در جهت ب

  .نام برد  Aريبونوكلئاز
  
  
  

[Alo]=0mM 

[Alo]=1mM 

[Alo]=0/5mM 
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 در پي افزايش غلظت داروي آلوپورينول   β-Turnو Parallel β  ،-Helix αكاهش درصد ميزان ) 8شكل

  

  

  

  

  

  

  در پي افزايش غلظت داروي آلوپورينول  Random coilو   Anti parallel βافزايش درصد ميزان ) 9شكل
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  بحث 
ميلي  0-2محدوده غلظتي  منحني اشباع آنزيم در

، يك منحني cCMPمولار سوبستراي 
رفتار غيرهايپربوليك آنزيم را . غيرهايپربوليك است

. توان به ظهور پديده مهار سوبسترايي نسبت دادمي
سرعت  پس از تأثيرداروي آلوپورينول بر بيشينه

مولار ميلي 0-5و 0 - 1آنزيم در محدوده غلظتي 
 0 -1مشخص شد كه اين ليگاند در محدوده غلظتي 

مولار بيشترين اثر را بر روي فعاليت آنزيم دارد ميلي
و به طور قابل توجهي باعث كاهش بيشينه سرعت 

پس از رسم منحني اشباع آنزيم در . شودآنزيم مي
ر سوبسترا و در مولاميلي 0- 2محدوده غلظتي 

مولار آلوپورينول ميلي 5/0,0و 1هايحضور غلظت
توان به مشخص است مي 5همان طور كه در شكل 

وضوح ديد كه در هر نقطه از منحني اشباع افرايش 
غلظت دارو باعث كاهش فعاليت آنزيم در آن نقطه 

مطالعه اتصال ليگاند آلوپورينول به آنزيم . شده است
دهد كه اين اتصال منجربه تغيير يريبونوكلئاز نشان م

كه شده است  nm 280جذب آنزيم در طول موج
نشان از تغيير ساختار آنزيم در حضور داروي 

ساختار دوم آنزيم مطالعات . آلوپورينول دارد
رنگ نمايي  با استفاده از تكنيك دو Aريبونوكلئاز 

نشان  )Circular Dichorism)CD يا دوراني
صد اين ليگاند دردهد كه در حضور مي

 β-Turnو Parallel β ،-Helix αساختارهاي
 Randomو   Anti parallel βكاهش و درصد 

coil نتايج بدست آمده  با توجه به. يابدافزايش مي
توان گفت كه داروي آلوپورينول در از آزمايشات مي

هاي ذكر شده باعث تغيير ساختار آنزيم و به غلظت
ليت آنزيم ريبونوكلئاز دنبال آن باعث تغيير فعا

ساختار آنزيم ريبونوكلئاز . گرددپانكراس گاوي مي
پانكراس گاوي يك شكل لوبيايي دارد و داراي يك 

هسته هيدروفوب متشكل از اسيدهاي آمينه فنيل 
باشد و همچنين آلانين، آلانين، والين و لوسين مي

جايگاه فعال يك كانال با بار مثبت دارد كه به عنوان 
 12تعداد  .شوددر نظر گرفته مي Aريبونوكلئاز  مآنزي

اند كه درميان  شناسايي شده اسيد آمينه
جايگاه فعال آنزيم واقع  هاي واقع در زيرجايگاه

 ، هر Aاز ئلكفرآيند كاتاليتيكي ريبونو در اند و شده 
اين اسيدهاي آمينه .  كنند كدام نقش خاصي را ايفا مي

 ، Thr45 ،Lys41  ،His12  ، Gln11:  عبارتند از
Arg10 ،Lys121  ، His119 ، Glu111 ،Asp83  ، 
Asn71  وLys66. آمينه برخي هاي ز بين اين اسيدا

اين دو  .هستند His12 و His119مهمترين آنها  از
فرآيند كاتاليزور آنزيمي  مهم و مؤثر در اسيد آمينه

به استناد مطالعات . شوند محسوب مي A كلئازريبونو
اين دو اسد آمينه ،  NMRو همچنين  x تفرق اشعه

مطالعات  . اند فعال آنزيم قرارگرفته در دو طرف شيار
چه گروه  دهد چنان جايگزيني شيميايي نشان مي

آنزيم براي  ، تمايل  حذف شود His12ايميدازول 
بار كاسته  104حدود  سوبسترا فرآيند شكستن

يگر هاي مهم دنيز يكي از اسيد آمينه Lys41 .شود مي
مديفيكاسيون شيميايي  .در جايگاه فعال آنزيم است

 Lys41دهد كه اسيد آمينه  نشان مي Aكلئاز وريبون
حال با توجه .  درفرآيند كاتاليز آنزيمي مشاركت دارد

به ساختار آلوپورينول كه توانايي شركت در باند 
خود  يهاي آمين و اكسوهيدروژني را از طريق گروه
تواند در يق حلقه ميدارد و همچنين از طر

-هيدروفوبي شركت كند؛ بنابراين مي هاياندركنش

توان گفت كه اين تركيب از طريق اندركنش با هسته 
ند ساختار آنزيم را تغيير اتوهيدروفوب آنزيم مي

هاي هيدروژني دهد و همين طور از طريق اندركنش
دار موجود در جايگاه فعال هاي باربا  اسيد آمينه

تواند تمايل آنزيم به سوبسترا را كاهش داده آنزيم مي
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  .]2،  6، 8، 12و 21-22[و به عنوان يك مهار كننده براي آن عمل كند
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