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  چكيده
 مشخص مطالعه اين در. شد بررسي خوراكي قارچ تيروزيتاز آنزيم كرزولازي فعاليت و ساختار بر اكساندي اثر

 دارد، يرقابت نوع از مهار گانديل نيا كه شد معلوم نيهمــچن و كند  مهار خوبي به را آنزيم واندتمي ليگاند اين كه شد
 صورت به ــميـآنز ساختار بر گانديل نيا اثر مطالعه، از يگريد قســمت در .رديگيم قرار فعال گاهيجا در يعني

ين آزمايش انجام گرفت و مشخص شد كه ا(CD)  يحلقو يينما رنگ دو و فلورسانس با كه شد يبررس يشگاهيآزما
دهنده اين امر نشان. گذارد، زيرا نشر فلورسانس را كاهش داداين ليگاند بر ساختار دوم و سوم آنزيم تاثير مي

  .تواند به خاطر تغيير در ساختار آنزيم باشدخاموشي نشر تريپتوفان است كه مي
  
  كولازي كته كرزولازي، ان،اكس دي خوراكي، قارچ تيروزيناز: يديكل يها واژه
 
  مقدمه

 حاوي آنزيم ك ي)EC 1.14.18.1( تيروزيناز
 را ملانين سنتز مختلف واكنش دو كه است مس

 توسط تيروزين شدن هيدروكسيله: كندمي كاتاليز
-دي 4و 3 شدن اكسيد و آنزيم مونوفنلازي عمل

-o به) L-DOPA (آلانين فنيل هيدروكسي
 به آنزيم اين. لازيفن دي عمل توسط دوپاكينون

 و حيوانات گياهان، ها،ميكروارگانيسم در زياد ميزان
 و ملانين بيوسنتز عامل و شودمي يافت قارچ

 تيروزيناز پستانداران، در. است فنليكپلي تركيبات
. است چشم و مو پوست، هايرنگدانه تشكيل عامل

 فرايندهايي در تيروزيناز كليدي اهميت گياهان، در
 و هاميوه آنزيمي شدگيسياه و مانتاسيونپيگ نظير

 عمل در مهمي نقش حشرات، در. است سبزيجات
 ملانين). 2،1 (كندمي ايفا سازياسكلت و تدافعي

 ها،باكتري در موجود هايرنگدانه بيشترين از كيي
 بيوپليمر ك يكه است جانوران و گياهان ها،قارچ
 موي و پوست رنگ). 1 (است مشكي به شبيه

 كه شودمي تعيين فاكتور تعدادي توسط اندارانپست
 ملانين توليد پراكندگي نحوه و ميزان هاآن ترينمهم
 در پراكنده ملانوسيت هايسلول توسط ملانين. است
 از بسياري). 2 (شودمي ترشح پوست بازال لايه

 توليد عمل بالاي سطح نتيجه پوستي هايبيماري
  ).3 (است پوستي رنگدانه
 وجود پستانداران در ملانين نوع دو ليك طوربه
 ملانين گروه دو هر. )3،4 (فئوملانين و اوملانين: دارد

-به شيميايي و آنزيمي هايواكنش از تركيبي بواسطه
 ملانين بيوسنتز مسير اول مرحله دو .آيندمي وجود
 فنل دي - oبه مونوفنل هيدروكسيلاسيون شامل

 o اكسيداسيون و) كرزولازي يا مونوفنلازي فعاليت(
 كته يا فنلازي دي فعاليت (كوينون- oبه فنل دي -

 كمك به و ملكولي اكسيژن از استفاده با) كولازي
 وسيلهبه مسير اين. گيردمي صورت تيروزيناز آنزيم

 يابدمي ادامه ملانين سنتز تا غيرآنزيمي هايواكنش
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 انسان، در ملانين غيرعادي توليد). 5( )1 تصوير(
  ).5 (است زيبايي جدي مشكلات با همراه
  

  
  

 
  .)1 (ملانين بيوسنتز مسير -1 تصوير

  

 اكسيژن: فنل دي-  oمونوفنل، (تيروزيناز
 حامل آنزيم يك) EC.1.14.18.1 اكسيدوردوكتاز،

 و مو پوست، هايرنگدانه تشكيل عامل كه است مس
 در زياد ميزان به آنزيم اين). 6 (آيدمي شمار به چشم

 يافت قارچ و حيوانات گياهان، ها،سمميكروارگاني
 سنتز مجزاي واكنش دو آنزيم اين). 7 (شودمي

 تيروزين شدن هيدروكسيله: كندمي كاتاليز را ملانين
 كردن اكسيد و مونوفنلازي فعاليت از استفاده با
 به (L-DOPA) آلانين فنيل هيدروكسي دي -4و3
o-لحا اين با. فنلازي دي فعاليت توسط دوپاكينون 

 تشكيل بدانيم، فعال كوفاكتور ك يL-DOPA اگر
-o تشكيل خلال در واسط حد ك يعنوان به آن

 در دوپاكينون-o. است بحث مورد هنوز دوپاكينون
 ك ياثر در سرعت به و است ناپايدار آبي محلول
 leukodopachrome به غيرآنزيمي، واكنش

شود كه اين ماده هم دوباره به صورت تبديل مي
دوپاكينون اكسيد -oمي توسط مولكول ديگر غيرآنزي

-Lشود و يك دوپاكروم و دوباره يك مولكول مي
DOPA7 (دهد مي.(  

 گياهان و جانوران در گسترده طور به تيروزيناز
 شركت ملانين هايرنگدانه تشكيل در و دارد وجود
 كيفي كنترل در تيروزيناز ،غذايي صنايع در). 8 (دارد

). 8 (دارد مهمي نقش سبزيجات و هاميوه اقتصادي و
 هاكينون به را فنلي تركيبات شدن اكسيد تيروزيناز،

 آنزيمي شدن رنگي عامل همچنين و كندمي كاتاليز

 تيروزيناز در عملكردهاي .است سبزيجات و هاميوه
 كند و در مقابل حشرات، نقش مهمي بازي مييدفاع
 در اسكلت توليد و هازخم بهبود ،ملانين توليد در

 هايمهاركننده گسترش از). 9 (دارد نقش حشرات
 هاآفت كنترل هايراه از يكي عنوان به تيروزيناز
 هايمهاركننده اين، بر علاوه. شودمي استفاده

 جلوگيري براي آرايشي صنايع و پزشكي در تيروزيناز،
 قرار استفاده مورد پيگمنتاسيون مشكلات درمان اي

 از زيادي تعداد ها،سمميكروارگاني در). 9 (گيرند
-به متفاوت ساختارهاي با هافنل دي و هامونوفنل
). 5 (روندمي كاربه تيروزيناز سوبستراهاي عنوان
 روي بر 1985 سال در بيوشيميايي هايبررسي اولين
 با كه گرفت صورت  Russula nigricansقارچ

 به آن رنگ هوا، معرض در اشساقه ديدگيآسيب
  .كرد تغيير ه،سيا سپس و قرمز

 هايفعاليت براي مولكولي مكانيسم يك
 گرفته نظر در تيروزيناز فنلازيدي و مونوفنلازي

 بر تيروزيناز مونوفنلازي فعاليت مكانيسم. است شده
 است شده مطالعه گسترده طور به آنزيم، فرم سه پايه

 با فقط تواندمي مونوفنل ،مونوفنلازي چرخه در). 6(
 از كي يعمودي موقعيت به و هدد واكنش اكسي فرم
 تواندمي فنل دي-o. شود متصل فرم اين در هامس

 دو هر ،فنلازيدي چرخه در. دهد واكنش مت فرم با
 آن و دهندمي واكنش فنل دي-o با مت و اكسي فرم
  ).2 تصوير (كنندمي اكسيد كينون-o به را
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  .)7 (خوراكي قارچ تيروزيناز آنزيم مكانيسم -2 تصوير

  
 براي فنل دي-o با تواندمي مونوفنل ،حال اين با

 افتن يكاهش و كند رقابت مت فرم جايگاه به اتصال
 براي سينتيكي هايثابت مقايسه. كند مهار را آن

 دي-o سوبستراهاي مقابل در مونوفنلي سوبستراهاي
 حلقه روي زياد هايجايگزيني كه دهدمي نشان فنلي
-مي كاهش را نوفنلازيمو فعاليت ،سوبستراها اين

). 10 (كندنمي تغييري فنلازي دي فعاليت ولي دهد،
 سوبستراهاي كه حالي در ،دهدمي نشان پديده اين

 تغيير به نياز شدن هيدروكسيله-o براي مونوفنلي،
 ،دارند افقي به عمودي حالت از مس جايگاه آرايش

 آرايش تغيير اين به نياز فنلي دي-o سوبستراهاي
. ندارند ساده الكترون انتقال ك يبراي سم جايگاه

 كه دهدمي نشان مسير اين سينتيكي حالت مطالعات
 از كمتر فنل،مونو روي تيروزيناز كاتاليتيك بازده
 فاز وجود مونوفنلازي، فعاليت ويژگي .است فنلدي

 مانند فاكتورهايي به كه است )lag period( تاُخير
 هيدروژن دهدهن يك وجود و سوبسترا آنزيم غلظت
 اتيلن اثر خواهيممي قسمت اين در ما. دارد بستگي

 قارچ تيروزيناز آنزيم ساختار و فعاليت بر را آمين دي
 آن ليگاند اين انتخاب از هدف. كنيم بررسي خوراكي

 دهد تشكيل كمپلكس مس با تواندمي چون كه است
 مطالعه براي دهد تغيير را آن احياي اكسيد حالت و

  .شودمي استفاده آن از مكانيسم
  
  ها روش و مواد
  مواد

 سيگما، از شده خريداري خوراكي قارچ تيروزيناز
 خريداري L-Dopa سيگما، از شده تهيه اكساندي

 تهيه NaH2PO4 و Na2HPO4 سيگما، از شده
 مولار، ميلي 10 فسفات بافر تهيه براي مرك از شده

pH = 6 .  
  
  هاروش

 جهت روزينازتي آنزيم سينتيكي مطالعه براي
 L-tyrosine سوبستراي از كرزولازي، واكنش
 مشكلي سوبستراها اين از استفاده. است شده استفاده

 و هاواسط حد محصولات، بين جذب تداخل در
 سنجش. كندنمي ايجاد سوبسترا جذب بامهاركننده

 گرفته صورت دقيقه 2 مدت به كرزولازي،فعاليت
 µg/ml يزن استفاده مورد آنزيم غلظت. است

  در كرزولازي فعاليت. است 68/112
λmax = 475 nm مواد تمام. است شده گيرياندازه 

 آنزيم، قبيل از فوق هايآزمايش در رفته كاربه
 تهيه تازه هايمحلول صورتبه ليگاند، و سوبسترا

  . اندگرفته قرار استفاده مورد شده،
 10 فسفات بافر در آنزيمي، هايواكنش

 درجه 20 دماي و ،pH = 8/6 در و ،مولارميلي
 اضافه. است شده انجام كوارتز سل در گرادسانتي
 ليگاند با آنزيم انكوباسيون از پس سوبسترا كردن
  .است گرفته صورت

  
 حلقوي نماييرنگ دو طيف مطالعه

Dichroism Spectroscopy Circular)( 
 كه) 190-260( دور فرابنفش ناحيه در هايطيف
 وسيلهبه است، پپتيدي پيوندهاي ذبج بر منطبق
 آمده دستبه 215 مدل اسپكتروپلاريمتر دستگاه
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 تهيه فسفات بافر در پروتئيني هايمحلول. است
 و mg/ml  2/0 پروتئيني محلول غلظت از. اندشده
  . شد استفاده ليگاند ميكرومولار 12 و صفر غلظت دو

 ليگاند حضور و غياب در شده انجام هايآزمايش
 مدت به ليگاندها اين كهاين ضمن گرفت، ورتص

 بر نتايج. اندشده انكوبه آنزيم با دقيقه 4 حداقل
 .است شده ارائه (mdeg) حسب
 
   ذاتي فلورسانس مطالعه
 ذاتي فلورسانس نشر شدت گيرياندازه براي
 ساختار بر ليگاند تأثير مطالعه منظور به تيروزيناز
 استفاده تيروزيناز mg/ml 17/0 غلظت از تيروزيناز،

. است بوده nm  280تحريك، موج طول. شد
 مطالعه در (ليگاند مختلف هايغلظت در هاآزمايش
  .شد انجام) مهاركنندگي سينتيك

  
  نتايج
 در و كرزولازي فعاليت بر اكساندي اثر ابتدا در
 مطالعه اين در. شد بررسي مختلف هايغلظت

 كرزولازي فعاليت تواندمي ليگاند اين كه شد مشخص
 Lineweaverنمودار اساس، اين بر. كند مهار را

Burk  1 نمودار در كه شد رسم فعاليت اين براي 
  . است شده مشخص

 

  
 و 1/1 ،9/0 ،7/0 صفر، هايغلظت در (اكسان دي حضور در كرزولازي فعاليت براي  Lineweaver Burkنمودار -1نمودار

  .)ميكرومولار 3/1
  
 بر اكساندي اثر مطالعه، اين از ريديگ قسمت در
 خوراكي قارچ تيروزيناز آنزيم سوم و دوم ساختار
 از استفاده با سوم، ساختار. گرفت قرار برررسي مورد

 مورد CD از استفاده با دوم، ساختار و فلورسانس
 قالب در ترتيب به نتايج كه گرفت قرار بررسي

  . است شده مشخص 3 و 2 نمودارهاي

  
 تا 1 از ترتيب به (ميكرومولار) 10و26،18 (مختلف هايغلظت در اكساندي حضور و غياب در تيروزيناز نشري طيف -2 نمودار

3(.  
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  .)سبز (ميكرومولار 18 غلظت با اكسان دي حضور و) بنفش (غياب در تيروزيناز CD طيف -3 نمودار

  
  بحث

 دو هر دهدمي نشان 2 تصوير كه طورهمان
 جايگاه هايمس به كرزول و ولككته سويستراي

 واكنش انجام با و شده متصل آنزيم فعال
-مي تبديل مربوطه محصولات به احيا اكسيداسيون

 گروه دو داشتن خاطر به اكساندي. شوند
 اتصال فعال جايگاه هايمس با تواندمي هيدروكسيل
  نمودار). 13 (كند ايجاد كئوردينانس

Lineweaver Burk آنزيم مهار كه دهدمي نشان 
 رقابتي صورت به كرزولازي، فعاليت در تيروزيناز

 متصل آنزيم فعال جايگاه به ليگاند اين عني ياست،
 دهدمي نشان فلورسانس مطالعات همچنين. شودمي
 هم سوم ساختار آنزيم، به ليگاند اين اتصال با كه

-مي خاموش تريپتوفان نشر و شودمي تغييراتي دچار
 غلظت افزايش با كه دهدمي نشان رهانمودا زيرا .شود

 ممكن پديده اين. شودمي كم تريپتوفان نشر ليگاند
 آنزيم داخل به تريپتوفان كه باشد اين خاطر به است
 در كه دهدمي نشان CD مطالعات همچنين. برود
 دچار نيز دوم ساختار آنزيم، به اكساندي اتصال اثر

 ساختار نمودار به توجه با كه. شودمي تغييرات
 آنزيم پايداري دهدمي نشان كه شودمي كم هليكس
 جايگاه هايمس به اكساندي اتصال. يابدمي كاهش
 شودمي باعث هيدروكسيل هايگروه طريق از فعال
 وارد فعال جايگاه به نتواند سوبسترا طرف ك ياز كه

 در مس به اتصال با اكساندي ديگر طرف از و شود
 انتقال در و كرده ايجاد راتتغيي مس الكتروني ابر

 مس نتيجه در كندمي ايجاد اختلال مس الكترون
 سوبسترا با تواندنمي ديگر فعال جايگاه در موجود
 مهار آنزيم و كند ايجاد احيا-اكسيداسيون واكنش

- اثرات ان2005غيبي و همكاران در سال  .شودمي

هار را بر روي ها و دي تيو كربومماتآلكيل سولفات
كه نتايج آنها ) 14، 15(ن آنزيم مطالعه كردند اي

 اين ليگاندها توانسته بودند آنزيم را به هنشان داد ك
اند كه اتم ها ادعا كردهآن. صورت رقابتي مهار كنند

سولفور موجود در اين تركيبات توانسته بود كه فلز 
جانيان زاده و همچنين علي. مس را چلاته كند
صبوري و همكاران در  و 2007همكاران در سال 

ها با استفاده از آلكيل زانتات) 15-17 (2007سال 
اند  و ادعا كردهكردندفلز مس جايگاه فعال را چلاته 

كه اين ليگاندها با دو اندركنش هيدروفوب و 
الكترواستاتيك توانسته بودند كه به آنزيم متصل شده 
و آن را مهار كند همچنين اين ليگاندها در ساختار 

اند كه با آنها ادعا كرده. يم تغيير ايجاد كرده بودآنز
افزايش دم هيدروفوب قدرت مهاري افزايش يافته 

هاي ديگر اين نتايج تكرار ين در مقالهنهمچ. است
 دهند،مي نشان نمودارها وقتي). 18، 19(شده است 

 و اتصال مكانيسم احتمالا است رقابتي نوع از مهار
 الگو با توانمي حال. بود خواهد صورت همين به مهار

 كه كرد طراحي هاييمهاركننده اكساندي از گرفتن
 هايمهاركننده از ترقوي و كنند عمل آن به شبيه
 با مهاركننده نآ كه تفاوتي. كند عمل قبلي

 در كه است اين دارد قبلي هايمهاركننده
 بودن هيدروفوب خصوصيت از قبلي هايمهاركننده

 جااين در كه صورتي در شده هاستفاد فعال جايگاه
 اكساندي كه شده استفاده خصوصيت اين از فقط
-مس به اختصاصي صورت به و زياد قدرت با تواندمي
 اين در هيدروفوبي اندركنش هيچ و شود متصل ها

 توانمي اكساندي از همچنين. ندارد وجود مكانيسم
. كرد استفاده آرايشي صنايع در هاسفيدكننده در

 تيروزيناز آنزيم واكنش ترينمهم كرزولازي واكنش
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 توليد كردن متوقف براي آن مهار بنابراين باشدمي
L-Dopa الهام با توانمي البته. باشدمي كافي 

 طراحي را ليگاندهايي اكسان،دي ساختار از گرفتن
-مس به اختصاصي اتصال با و بيشتر قدرت با كه كرد
 مهار را آنزيم تفعالي و شده متصل فعال جايگاه هاي
 اين اثر بعدي مطالعات در توانمي همچنين كرد

  . كرد بررسي كولازيكته فعاليت بر را ليگاند

  تشكر و تقدير
 آزاد دانشگاه پژوهشگران باشگاه از وسيله بدين
 بودجه تامين واسطة  به پيشوا -ورامين واحد اسلامي

 قدرداني و تشكر پژوهش، اين انجام براي لازم
  . گردد مي
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