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ا استفاده استراز انساني بكولينموم با آنزيم استيلبررسي ميانكنش تركيبات فلاونوئيدي بره
 از روش داكينگ مولكولي

 2حسين لنجانيان و 1، الهام رضوان نژاد*1صفا لطفي

  .بيوتكنولوژي گروه محيطي، علوم و پيشرفته تكنولوژي و علوم پژوهشگاه پيشرفته، فناوري و صنعتي تكميلي تحصيلات دانشگاه كرمان،ايران،  1
  . زيغدد درون ر يو ملكول يعلوم سلول قاتيمركز تحق ،زيپژوهشكده علوم غدد درون ر ي،بهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشكتهران، ايران،  2

  24/10/1399 :تاريخ پذيرش  20/8/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

زوال  هايفرم ريسابهبود علايم بيماري آلزايمر و  بمنظور) استرازهاكولينآنتي( استرازكولينهاي آنزيم استيلاستفاده از مهاركننده
يك ماده رزيني چسبنده است كه توسط زنبور ) پروپوليس(موم بره. بسيار رايج است اختلالات سيستم عصبي مركزيعقل و 

-ي و ضدقارچي را از خود نشان ميكروبيضدم ،دانياكسيضدسرطان، آنت متعددي نظير زيستي يهاتيفعالشود و عسل توليد مي

تركيب  17در اين مطالعه، ميانكنش . موم نيز منتشر شده استاسترازي برهكوليناخيرا مقالاتي مبني بر فعاليت آنتي. دهد
اين . استبا روش داكينگ مولكولي مورد بررسي قرار گرفته ) hAChE(استراز انساني كولينموم با آنزيم استيلفلاونوئيدي بره
وينا انجام  گرفت و گريد باكس به گونه اي طراحي شد كه بر  روي شكاف جايگاه فعال آنزيم قرار افزار اتوداكمطالعات با نرم

به اين )  كيلوكالري بر مول -9/8تا  -7(آمده نشانگر آن بود كه تمامي اين تركيبات با انرژي اتصال مناسبي  بدستنتايج . گيرد
بررسي آمينواسيدهاي درگير . باشدبيشترين و كمترين انرژي اتصال بترتيب مربوط به راتين و فيستين مي. وندششكاف متصل مي

دو تركيب . نمايندو پاكت آسيل ميانكنش مي) PAS(در ميانكنش نشان داد كه همه اين تركيبات با جايگاه آنيوني محيطي 
. نمايندآنيون نيز ميانكنش ميو حفره اكسي) CAS(ايگاه آنيوني كاتاليتيك و مايريستين با ج) CAPE( استرلياتفن دياسكيكافئ

آمده از اين مطالعه  بدستنتايج . باشدمايريستين تنها تركيبي است كه توانايي اتصال به دو اسيدآمينه ترياد كاتاليتيك را نيز دارا مي
، مي توانند اين آنزيم را مهار hAChEبه شكاف جايگاه فعال  نمايد كه همه اين تركيبات فلاونوئيدي از طريق اتصالپيشنهاد مي

استراز محسوب كولينانجام مطالعات بيشتر در راستاي طراحي داروهاي جديد آنتي بمنظورهاي مناسبي نمايند و بنابراين گزينه
  . شوندمي

، فلاونوئيد، )پروپوليس(موم بيماري آلزايمر، بره ، )استرازهاكولينآنتي(استراز كولينهاي آنزيم استيلمهاركننده: كلمات كليدي
  . داكينگ مولكولي

  s.lotfi@kgut.ac.ir :پست الكترونيكي، 03433776611: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 شروندهيپتحليل برنده عصبي اختلال  كي ،مريآلزا يماريب

 يماريب نيا. شود يبه مرگ منجر م تياست كه در نها
سال  65 يزوال عقل در افراد بالا دليل بروز نيتريعشا

پاتوژنز بيماري  كينرژيكول هيفرض بر اساس. )12(است 
مشاهده شده در اين  زوال عقل ينيبال يهايژگي، وآلزايمر
دهنده ك انتقالي، نيكوللياستسطح به كاهش  بيماري

و قشر  پوكامپي، در هيريادگيدر حافظه و  ريدرگ يعصب
  .)27 ،14( شود نسبت داده ميمغز 

بيماري شناخته اين تا به امروز هيچ نوع درمان قطعي براي 
-نيكولآنزيم استيل يها همهاركنند تجويزاما . نشده است

 انواع بهبود نسبي علايم يبرا )استرازهاكولينآنتي( استراز
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اين از . است رايج اريبس آلزايمر ديشد نسبتاتا  فيخف
زوال  هايفرم ريسا تيريمد يبرا نيهمچن هامهاركننده
 يماريب نظير اختلالات سيستم عصبي مركزيعقل و 

، اختلال يي، زوال عقل مرتبط با اجسام لونسونيپارك
زوال كورساكوف و  يماري، سندرم داون ، بيشناخت فيخف

امروزه  .)37 ،26 ،13( شود ياستفاده م يعروق عقل
محققان در سراسر جهان به دنبال طراحي، سنتز و ارزيابي 
داروهاي جديد براي درمان آلزايمر هستند كه علاوه بر 
اثربخشي بالاتر، كمترين عوارض جانبي را از خود نشان 

 بمنظورهمچنين در حال حاضر، مطالعه منابع طبيعي . دهند
يافتن داروهاي جديد براي اين بيماري مورد توجه فراوان 

  . )19 ،18(قرار دارد 

مطالعات انجام شده بر روي ساختار آنزيم استيل كولين 
نشان مي دهد كه جايگاه فعال اين آنزيم  ) AChE(استراز 

متشكل از چندين بخش مختلف و به صورت يك شكاف 
)Gorge ( مي باشدعميق و باريك در سطح  پروتئين .

جايگاه استراتيك كه متشكل از سه اسيدآمينه سرين، 
است در عمق اين ) ترياد كاتاليتيك(گلوتامات و هيستيدين 
همچنين جايگاهي با عنوان حفره . شكاف واقع شده است

آنيون نيز در عمق شكاف وجود دارد كه نقش مهمي اكسي
كاتاليتيك  جايگاه آنيوني. را در فرايند كاتاليز ايفا مي نمايد

Catalytic Anionic Site: CAS) ( و پاكت آسيل كه در
در اتصال به  بترتيبنزديكي عمق شكاف واقع شده اند 

نقش دارند ) استيل كولين(بخش كولين و استيل سوبسترا 
نزديك ورودي شكاف، يك جايگاه آلوستريك . )55 ،20(

متشكل از چندين آمينواسيد آروماتيك حفظ شده وجود 
 PAS: Peripheral Anionic كه جايگاه آنيوني محيطيدارد 

Site اين جايگاه علاوه بر تنظيم آلوستريك . ناميده مي شود
فعاليت كاتاليتيكي آنزيم، در چندين عملكرد ديگر نيز نقش 

  . )30 ،4(  دارد

چسب زنبور نيز  بعنوانكه عموما ) پروپوليس(بره موم 
به شدت  شناخته مي شود يك ماده طبيعي رزيني و

با ) Apis mellifera(چسبنده است كه به وسيله زنبور عسل 
مخلوط كردن موم و بزاق حاوي آنزيم هاي خاص با مواد 

هاي گل، مترشحه از گياهان كه اساسا از برگ ها، جوانه
ها و شكاف هاي تنه گونه هاي متعددي از درختان ساقه

زنبورها . )49 ،35، 1(جمع آوري شده است توليد مي شود 
يك ماده درزگير و ضدعفوني كننده  بعنواناز بره موم 

مسدود كردن حفره ها و  بمنظوراين ماده . استفاده مي كنند
هاي كندوها و هموار كردن سطح داخلي و حفظ شكاف

دماي دروني آنها و همچنين جلوگيري از هجوم موجودات 
ر بره موم داراي عط. گيردمزاحم مورد استفاده قرار مي

بسيار مطبوعي است و به واسطه دارا بودن فعاليت 
ضدميكروبي باعث ضدعفوني شدن محيط داخلي كندو نيز 

پوشاندن  بمنظورهمچنين اين ماده . )41 ،3(مي شود 
بدن مرده جانوران بزرگ مهاجم كه انتقال ) موميايي كردن(

  . )9(آن ها به بيرون از كندو سخت است استفاده مي شود 

تركيب دقيق مواد تشكيل دهنده، عطر و رنگ بره موم خام 
به فاكتورهاي متعددي نظير ) سبز، قرمز، قهوه اي و زرد(

منبع گياهي، سن آماده سازي عسل، مناطق جغرافيايي و 
بره موم اساسا از . )52(فصل جمع آوري بستگي دارد 

، روغن هاي ضروري )درصد 30(، موم )درصد 50(رزين 
 5(و تركيبات آلي ديگر ) درصد 5(گرده ، )درصد 10(

تركيبات فنولي، استرها، . )23(تشكيل شده است ) درصد
فلاونوئيدها، ترپن ها، بتا استروئيدها، آلدهيدهاي معطر و 

موم محسوب مي الكل ها تركيبات آلي مهم موجود در بره
بره موم همچنين حاوي ويتامين هاي مهم نظير . )28(شوند 

، مواد معدني مفيد منيزيم، Eو  B1 ،B2 ،B6 ،Cويتامين 
. باشدكلسيم، پتاسيم، سديم، مس، روي، منگنز و آهن مي

تعداد معدودي آنزيم شامل سوكسينيك دهيدروژناز، 
فسفاتاز، آدنوزين تري فسفاتاز و اسيد فسفاتاز -6گلوكوز 

بر اساس داده هاي . )31(نيز در بره موم يافت مي شوند 
از  يگسترده ا فيطبره موم مي تواند  شده،علمي منتشر 

، ضد سرطان، ضد فشار خون نظير زيستي يها تيفعال
ي، كروبيضد م ،دانياكس يكبد، ضد التهاب، آنتمحافظت از 
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 ،41 ،35(ا از خود نشان دهد ر انگليضد ضد قارچي و 
اخيرا مقالاتي مبني بر فعاليت آنتي كولين  .)49 ،42

استرازي عصاره هاي بره موم جمع آوري شده از مناطق 
  . )52 ،7(مختلف نيز به چاپ رسيده است 

همانطور كه در مباحث بالا اشاره شد فلاونوئيدها از جمله 
. تركيبات آلي مهم موجود در بره موم محسوب مي شوند

در نمونه هاي بره موم جمع انواع متنوعي از فلاونوئيدها 
در . آوري شده از مناطق مختلف دنيا شناسايي شده است

تركيب فلاونوئيدي يافت  17اين كار تحقيقاتي ميانكنش 
- با آنزيم استيل )50 ،41 ،35(شده در نمونه هاي بره موم 

با استفاده از روش داكينگ ) hAChE(استراز انساني كولين
هدف از اين . رفته استمولكولي مورد مطالعه قرار گ

مطالعه، ارزيابي ميزان توانايي فلاونوئيدهاي موجود در بره 
اسامي و ساختار . مي باشدhAChE  موم در مهار 

نمايش  1فلاونوئيدهاي بررسي شده در اين مقاله، در شكل 
  . داده شده است

 
استراز انساني مورد مطالعه قرار كولينبره موم زنبور عسل كه در اين پژوهش، ميانكنش آنها با آنزيم استيلتركيب فلاونوئيدي  17ساختار  -1شكل 

 .گرفته است

 مواد و روشها

 بمنظور : گيرنده و ليگاندها PDBQTهاي  تهيه فايل
موم، از تركيب فلاونوئيدي بره 17بررسي نحوه ميانكنش 

ليگاند و از نرم افزار - داكينگ مولكولي گيرندهروش 
. )48(استفاده شد  )AutoDock Vina 1.1.2(اتوداك وينا 

استراز انساني كولينگيرنده در واقع همان آنزيم استيل
)hAChE ( است و تركيبات فلاونوئيدي، ليگاند محسوب

Chrysin 
 

Catechin 
Apigenin Acacetin 

Isorhamnetin 

 
Galangin Fisetin 

Daidzein 

Naringenin 
 

Myricetin 
 

Luteolin 
Kaempferol 

Quercetin 
 
 

Pinocembrin Pinobanksin 

Rutin

 
 

 
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) 
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اجراي داكينگ مولكولي با نرم افزار  بمنظور. مي شوند
گيرنده و ليگاند تهيه  PDBQTابتدا بايد فايل اتوداك وينا 

از سايت ) PDB ID: 4M0E(آنزيم  PDBفايل . شود
RCSB )https://www.rcsb.org/ (سپس با نرم . دانلود شد
، مولكول هاي ليگاند و آب از پروتئين جدا PyMolافزار 

پروتئين به صورت جداگانه به  Bو  Aگرديد و زنجيره 
با توجه به اينكه تعداد . ذخيره شدند PDBصورت فايل 

نسبت به  Bآمينواسيدهاي تعيين ساختار نشده زنجيره 
در مراحل بعدي استفاده  Bكمتر بود از زنجيره  Aزنجيره 

و  493، فاقد دو اسيدآمينه آرژينينBزنجيره . شد
كه در جايگاه فعال اين دو اسيدآمينه . بود 494آسپارتات

و استفاده از   Modellerآنزيم حضور نداشتند با نرم افزار
در . الگو به ساختار پروتئين اضافه شدند بعنوان Bزنجيره 

و  )GROMACS )8  5.2افزارنهايت اين زنجيره با نرم
گيرنده  بعنوان، انرژي مينيمايز و OPLS-AAفورس فيلد 

 PDBتهيه فايلهاي  بمنظور. براي مراحل بعدي استفاده شد
تركيب از سايت  17هر  SDFمولكولهاي ليگاند، ابتدا فايل 

Pubchem )https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/(  دانلود
 Mercury 1.4.2سپس با استفاده از نرم افزار . گرديد

در . تبديل شد PDBهاي اين تركيبات به فايل SDFفايلهاي 
 ، ChemBio3D Ultra 14.0نهايت با استفاده از نرم افزار 

در . ليگاندها، انرژي مينيمايز و ذخيره شد PDBفايل هاي 
و با  AutoDock Tools  1.5.6مرحله آخر، با نرم افزار

آنزيم و مولكول هاي ليگاند   PDBهاي  استفاده از فايل
مورد نياز براي اجراي  PDBQTورودي، فايل هاي   بعنوان

  . داكينگ مولكولي تهيه و ذخيره گرديد

اجراي داكينگ مولكولي با استفاده از نرم افزار اتوداك 
اجراي داكينگ  بمنظورهمانطور كه قبلا اشاره شد : وينا

وينا . افزار اتوداك وينا استفاده گرديدمولكولي، از نرم
 Scripps Research(توسط موسسه تحقيقاتي اسكريپس 

Institute (افزار، از يك اين نرم. طراحي و ارائه شده است
روش بهينه سازي گراديان پيچيده در فرايند بهينه سازي 

در مقايسه با نرم افزار شناخته . نمايدموضعي استفاده مي

كه توسط همين موسسه معرفي شده  AutoDock 4شده 
ل ليگاند و است در اتوداك وينا، دقت پيش بيني نحوه اتصا

همچنين سرعت اجراي داكينگ به ميزان قابل ملاحظه اي 
اين افزايش سرعت با استفاده از مالتي . افزايش يافته است

هاي حاوي بر روي سيستم) multithreading(تردينگ 
  . )48(محقق شده است ) CPU(چندين پردازنده 

مورد نياز براي ) Config(در اين مرحله، فايلهاي كانفيگ 
-بدين منظور با استفاده از نرم. اجراي داكينگ نيز تهيه شد

- ، اندازه و محل قرارگيري گريدAutoDock Toolsافزار 

باكس گريد Zو  X ،Yابعاد و مراكز . باكس مشخص گرديد
به گونه اي در نظر گرفته شد كه كليه بخش هاي شكاف 
 جايگاه فعال آنزيم را كه متشكل از ترياد كاتاليتيك، حفره

، پاكت آسيل، )CAS(اكسي آنيون، جايگاه آنيوني كاتاليتيك 
. مي باشد پوشش دهد) PAS(و جايگاه آنيوني محيطي 

سپس اطلاعات مورد نياز در فايل كانفيگ ثبت و ذخيره 
. شد و براي هر ليگاند، فايل كانفيگ اختصاصي تهيه گرديد

اجراي داكينگ، به هر ليگاند يك پوشه اختصاص  بمنظور
گيرنده و ليگاند و  PDBQTشد كه حاوي فايل هاي  داده

در نهايت با استفاده از بخش . فايل كانفيگ مربوطه  بود
Command prompt   و اطلاعات اين پوشه ها، عمليات

افزار اتوداك تركيب فلاونوئيدي با نرم 17داكينگ براي هر 
  .وينا انجام شد

نتايج كلي : آمده از داكينگ مولكولي بدستآناليز نتايج 
 آمده از داكينگ مولكولي با استفاده از نرم افزار بدست

AutoDock Tools بمنظور. مورد بررسي قرار گرفت 
تر نتايج، براي هر تركيب فلاونوئيدي، بررسي دقيق

گيرنده مربوط به كنفورماسيون با بالاترين - كمپلكس ليگاند
  و LigPlotنرم افزار دو انرژي اتصال تهيه و با استفاده از 

PyMol  مورد بررسي قرار گرفت و اسيدآمينه هاي درگير
  . در فرايند اتصال مشخص گرديد
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  و بحث نتايج
داكينگ مولكولي يك روش بيوانفورماتيكي است كه امروزه 
به ميزان زيادي از آن در روش هاي منطقي طراحي داروي 

برنامه هاي داكينگ، . مبتني بر ساختار استفاده مي شود
گيرنده، (چگونگي ميانكنش يك ماكرومولكول زيستي 

را با ليگاندهاي كوچك نظير ) نوكلئيكآنزيم و يا اسيد
سوبستراها، مهاركننده ها و يا كانديداهاي دارويي ديگر 

  . )45 ،43، 2(شبيه سازي مي نمايند 

، يك ماده طبيعي رزيني است كه )پروپوليس(بره موم 
شود و خواص زيستي متعددي توسط زنبور عسل توليد مي

استراز، ضد ميكروبي، كوليناكسيدان، آنتيشامل آنتي
، 35، 1(شود ضدقارچي و ضد سرطان به آن نسبت داده مي

تركيب  17در اين كار تحقيقاتي، ميانكنش . )52، 41
با  hAChEفلاونوئيدي موجود در بره موم با جايگاه فعال 

. رسي قرار گرفته استاستفاده از داكينگ مولكولي مورد بر
 17آمده از اين مطالعه نشان داد كه تمامي اين  بدستنتايج 

تركيب فلاونوئيدي،  توانايي ميانكنش با اين آنزيم را دارند 
كيلوكالري بر  -7تا  - 9/8و بهترين انرژي اتصال آنها بين 

 بترتيببالاترين و كمترين انرژي داكينگ . مول متغير است
  ). 1جدول (باشد مربوط به تركيب راتين و فيستين مي

 .كه با روش داكينگ مولكولي بدست آمده است hAChEموم با آنزيم  تركيب فلاونوئيدي بره 17بهترين انرژي اتصال ميانكنش  -1جدول 

  )بر مول كيلوكالري(بهترين انرژي اتصال   نام تركيب فلاونوئيدي  رديف
 -9/8 راتين  1

  -2/8  استر ليفن ات دياس كيكافئ  2
  -2/8 پينوبنكسين  3
  -1/8  كرايسين  4
  -1/8 پينوسمبرين  5

  -8 آكاستين  6

  -8 نارينژنين  7
  -9/7 لوتئولين  8
 -8/7 آپيژنين  9

 -7/7 كاتچين  10

 -5/7 نيدزيدا  11

 -4/7 گالانگين  12

 -4/7 كوئرستين  13

 -3/7 ايزورهامنتين  14

 -3/7 نيستيريما  15

 -3/7 كامفرول  16

 -7 فيستين  17
  

 بمنظورهمانطور كه در بخش مواد و روش ها اشاره شد 
آمده از داكينگ مولكولي،  بدستبررسي دقيق تر نتايج 

گيرنده براي كنفورماسيون با بهترين - كمپلكس ليگاند
انرژي اتصال براي هر تركيب فلاونوئيدي  تهيه و با 

. مورد بررسي قرار گرفت LigPlotاستفاده از نرم افزار 

نمايش داده شده  2نتايج مربوط به اين بخش در جدول 
يجاد پيوندهاي كه با ا hAChEاسيدآمينه هايي از . است

گريز در فرايند اتصال هر ليگاند به آنزيم هيدروژني و آب
  .ر دو ستون مختلف مشخص شده اندنقش دارند د



 1400، 3، شماره 34جلد                                                                         )      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

400 

  .شناسايي شده اند LigPlotكه  با نرم افزار  hAChEكننده در ميانكنش تركيبات فلاونوئيدي با آنزيم هاي مشاركتاسيدآمينه -2جدول 

  رديف
تركيب 

  فلاونوئيدي
ايجاد كننده  hAChE هاي اسيدآمينه

  پيوندهاي هيدروژني
  گريزايجاد كننده پيوندهاي آب hAChE هاي اسيدآمينه

 راتين  1
، 124، تيروزين75، ترئونين74آسپارتات
 291، گلوتامين287هيستيدين

، 293، سرين292گلوتامات، 289، لوسين286، تريپتوفان76، لوسين72تيروزين
  341، تيروزين338آلانين، فنيل297آلانين، فنيل295آلانينفنيل

2  
فن  دياس كيكافئ
  استر ليات

  202، گلوتامات133، تيروزين124تيروزين
، 126، گلايسين 121، گلايسين 120، گلايسين86، تريپتوفان74آسپارتات
، 338آلانين، فنيل337،تيروزين297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل286تريپتوفان
  341تيروزين

  297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل286، تريپتوفان124تيروزين  341، تيروزين293، سرين72تيروزين  پينوبنكسين  3

  286، تريپتوفان72تيروزين  كرايسين  4
-، فنيل297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل293، سرين289، لوسين124نيروزيت

  341، تيروزين338آلانين

  72تيروزين  پينوسمبرين  5
-، فنيل295آلانين، فنيل293، سرين289لوسين ،286، تريپتوفان124نيروزيت

  341، تيروزين338آلانين، فنيل297آلانين

  286تريپتوفان  آكاستين  6
، 297آلانين، فنيل289، لوسين287، هيستيدين124، تيروزين72تيروزين
  338آلانين، فنيل341تيروزين

  124، تيروزين72تيروزين  نارينژنين  7ا
-، فنيل297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل293، سرين289، لوسين286تريپتوفان

  341، تيروزين338آلانين

  لوتئولين  8
، 286، تريپتوفان124، تيروزين72تيروزين

  295آلانينفنيل
  341تيروزين، 338آلانين، فنيل297آلانين، فنيل294، والين289لوسين

 124، تيروزين72تيروزين آپيژنين  9
، 338آلانين، فنيل297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل293، سرين286تريپتوفان
  341تيروزين

 كاتچين  10
، 286، تريپتوفان124، تيروزين72تيروزين

 295نآلانييلفن

، 338آلانين، فنيل297آلانين، فنيل294، والين293، سرين287هيستيدين
  341تيروزين

 286، تريپتوفان124تيروزين نيدزيدا  11
، 338آلانين، فنيل297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل293، سرين289لوسين

  341تيروزين

 124تيروزين گالانگين  12
-، فنيل295آلانين، فنيل294، والين293، سرين292، گلوتامات286تريپتوفان

  341، تيروزين338آلانين، فنيل297آلانين

 كوئرستين  13
، 295آلانين، فنيل293، سرين286تريپتوفان
 341، تيروزين296آرژينين

  338آلانين ، فنيل297آلانين، فنيل294، والين287هيستيدين

 124تيروزين ايزورهامنتين  14
، 294، والين293، سرين292،  گلوتامات289، لوسين287، هيستيدين286تريپتوفان

   341، تيروزين338آلانين، فنيل297آلانين، فنيل295آلانينفنيل

 نيستيريما  15
، 203، سرين202، ، گلوتامات87آسپاراژين

 447، هيستيدين337، تيروزين125سرين

، 121، گلايسين120، گلايسين86، تريپتوفان83، ترئونين74آسپارتات
  338آلانين، فنيل297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل124، تيروزين122گلايسين

 124تيروزين  كامفرول  16
-، فنيل295آلانين، فنيل294، والين293، سرين292، گلوتامات286تريپتوفان

  341، تيروزين338آلانين، فنيل297آلانين

 124، تيروزين74، آسپارتات72تيروزين  فيستين  17
، 297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل293، سرين286، تريپتوفان76، لوسين75ترئونين
 341تيروزين

  

همانطور كه قبلا در بخش مقدمه اشاره شد جايگاه فعال 
آنزيم استيل كولين استراز كه به صورت يك شكاف عميق 

شكل (و باريك است متشكل از چندين بخش مي باشد 
: آمينواسيدهاي مربوط به هر بخش به اين شرح است). 2

، 203سرين: ترياد كاتاليتيك(جايگاه استراتيك 
، حفره اكسي آنيون )447و هيستيدين 334گلوتامات

، پاكت )55() 204و آلانين 122، گلايسين121گلايسين(
و  297آلانين، فنيل295آلانين، فنيل236تريپتوفان(آسيل 
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، 86تريپتوفان( CAS، )53 ،15() 338آلانينفنيل
، 72تيروزين( PAS ، )36() 337و تيروزين 202گلوتامات
) 341و تيروزين 286، تريپتوفان124، تيروزين74آسپارتات

)6، 34( .  

  
كه به ) hAChE(ساختار آنزيم استيل كولين استراز انساني  -2شكل 

). PDB ID: 4M0E(  نمايش داده شده است surfaceفرمت 
آنزيم كه به صورت يك شكاف عميق و باريك است جايگاه فعال اين 

اين شكاف با رنگ قرمز مشخص . متشكل از چندين بخش مي باشد
  .شده است

آمده مشخص است بسياري از  بدستهمانطور كه از نتايج 
. اسيدآمينه هاي درگير در فرايند اتصال، مشابه هستند

. و پاكت آسيل مياكنش دارند PASتمامي تركيبات با بخش 
يك جايگاه  PASمانطور كه قبلا اشاره شد بخش ه

آلوستريك است كه در نزديكي ورودي شكاف جايگاه 
فعال قرار دارد و  پاكت آسيل كه در نزديكي عمق شكاف 

اما . قرار دارد در اتصال به گروه استيل سوبسترا نقش دارد
 استرلياتفن دياسكيكافئفقط دو تركيب فلاونوئيدي 

)CAPE ( تر شكاف جايگاه مايريستين با بخش عميقو
كه نسبت  CASاين دو تركيب با . نمايندفعال ميانكنش مي

 به پاكت آسيل در عمق بيشتري قرار دارد و همچنين با

حفره اكسي آنيون كه در عمق شكاف قرار دارد ميانكنش 
نكته جالب تر آنكه تركيب مايريستين با دو . مي نمايند

ستراتيك نيز ميانكنش مي نمايد و آمينواسيد جايگاه ا
بنابراين ازين لحاظ نسبت به ساير تركيبات فلاونوئيدي 

  . مورد مطالعه، منحصر به فرد است

مشخص شده است تركيب راتين  1همانطور كه در جدول 
نسبت به ساير تركيبات، با قدرت بيشتري با جايگاه فعال 

hAChE  9/8: انرژي اتصال(ميانكنش مي نمايد - 
  hAChEنحوه ميانكنش اين تركيب با ). لوكالري بر مولكي

  . نمايش داده شده است 3در شكل 

  
 يدروژنيه يوندهاپي. تهيه شده است)  ب( PyMolو ) الف( LigPlotكه با دو نرم افزار  hAChEفعال  گاهيبا جا نيرات انكنشينحوه م -3شكل 
. بر حسب آنگستروم است وندهايطول پ. ندداده شده ا شينما PyMolو  Ligplotو خطوط قرمز ممتد در  سبز نيخطوط نقطه چبه صورت بترتيب 

  .قرمز مشخص شده اند يها رهيدا ميبه صورت ن زيگر بآ يوندهايكننده پجاديا يها نهيدآمياس، Ligplotدر تصوير مربوط به 



 1400، 3، شماره 34جلد                                                                         )      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

402

 -2/8با انرژي اتصال  CAPEو  پينوبنكسيندو تركيب 
چگونگي . كيلوكالري بر مول در رتبه بعدي قرار دارند

به  4اتصال اين دو تركيب با جايگاه فعال آنزيم در شكل 
همچنين با توجه به اينكه . تصوير كشيده شده است

تركيب  17مايريستين تنها تركيبي است كه از بين اين 
نكنش با دو آمينواسيد ترياد فلاونوئيدي، توانايي ميا

كاتاليتيك را دارد نحوه ميانكنش آن با جايگاه فعال  
hAChE  نشان داده شده است 5در شكل.  

راتين يك فلاونوئيد گليكوزيد است كه از  كوئرستين و 
اثرات زيستي . دي ساكاريد راتينوز تشكيل شده است

متنوعي نظير ضد تومور و ضد ميكروبي كه اساسا با 
فعاليت آنتي اكسيداني و ضد التهابي اين تركيب مرتبط مي 

راتين و . شودباشد به اين فلاونوئيد نسبت داده مي
. متابوليت هايش توانايي عبور از سد خوني مغزي را دارند

گزارش هايي مبني بر توانايي اين تركيب در تغيير علايم 
شناختي و رفتاري مرتبط با بيماري هاي تحليل برنده 

صاب نظير آلزايمر وجود دارد و به طور كلي راتين اع
بعنوان يك عامل محافظت كننده اعصاب مطرح مي باشد 

)10، 24، 51(.  

  
فعال  گاهيبا جا) ج و د() CAPE(استر  ليفن ات دياس كيكافئو  )الف و ب( نينوبنكسيپ انكنشينحوه منمايش دوبعدي و سه بعدي  -4شكل 

hAChE . تصاوير سمت راست و چپ بترتيب با استفاد ه از نرم افزارLigPlot  وPyMol به صورت بترتيب  يدروژنيه يوندهاپي. تهيه شده اند
در تصاوير تهيه . بر حسب آنگستروم است وندهايطول پ. ندداده شده ا شينما PyMolو  Ligplotو خطوط قرمز ممتد در  سبز نيخطوط نقطه چ

  .قرمز مشخص شده اند يهارهيداميبه صورت ن زيگر بآ يوندهايپ تشكيل دهنده يها نهيدآمياس، Ligplotا شده ب
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بترتيب  يدروژنيه يوندهاپي). ب( PyMolو ) الف( LigPlotتهيه شده با دو نرم افزار  hAChEفعال  گاهيبا جا نيستيريما انكنشينحوه م -5شكل 
در تصوير . استبر حسب آنگستروم آنها طول ند و شده ا مشخص PyMolو  Ligplotو خطوط قرمز ممتد در  سبز نيچصورت خطوط نقطهبه 

  .قرمز مشخص شده اند يها رهيدا ميبه صورت ن زيگر بآ يوندهايكننده پجاديا يها نهيدآمياس، Ligplotمربوط به 

متشكل از جذب  )ADMET(فارماكوكينتيك هاي شاخص
)Absorption( انتشار ،)Distribution( متابوليسم ،
)Metabolism( دفع ،)excretion ( و سميت)Toxicity (

هاي مطالعات متنوعي بر روي شاخص. )22( باشدمي
فارماكوكينتيك راتين انجام گرفته است كه از آن جمله 

در مطالعه اي كه نتايج آن . ميتوان به اين موارد اشاره كرد
هاي درخت به چاپ رسيد عصاره برگ 2013در سال 

توت كه سرشار از كوئرستين و راتين  است به صورت 
نتايج اين تحقيق نشان داد . خوراكي به موش ها داده شد

كه راتين به سرعت جذب و سپس غلظت آن به آرامي 
ن يابد و نمودار غلظت پلاسمايي نسبت به زماكاهش مي

 two-compartment(اين تركيب با مدل دو محفظه اي 

model (در اين تحقيق همچنين متابوليت. مطابقت دارد-

هاي حاصل از متابوليسم راتين در ادرار و مدفوع جانوران 
در مطالعه ديگري كه بر . )40(شدند  شناساييمورد مطالعه 
هاي آزمايشگاهي انجام شد و نتايج آن در سال روي موش

به چاپ رسيد راتين در آب و چندين حلال  2016
 NADES: Natural deep eutectic(ي عيطب قيعم كيوتكتي

solvents (بررسي جذب و . ها خورانده شدحل و به موش

ها متابوليسم راتين نشان داد كه نه تنها استفاده از اين حلال
در مقايسه با آب، موجب افزايش سطح پلاسمايي راتين 

ماندگاري اين تركيب در پلاسما را نيز شود بلكه مي
در تحقيقي كه بر روي موش ها و . )21(افزايش مي دهد 

ارزيابي سميت راتين انجام  بمنظورهاي هندي خوكچه
گرفت مشخص شد كه اين فلاونوئيد به صورت حاد و يا 

در اين جانوران آزمايشگاهي مزمن، سميت مشخصي را 
  . )54(نمايد ايجاد نمي

به خوبي ديده مي شود راتين از  3همانطور كه در شكل 
طريق بخش كوئرستين ساختارش به درون شكاف جايگاه 
فعال نفوذ مي نمايد و با ايجاد هشت پيوند هيدروژني و 

از . ميانكنش مي نمايد hAChEچندين پيوند آب گريز با 
بين اين هشت پيوند هيدروژني، پنج پيوند بين بخش قندي 

د بين بخش كوئرستين راتين و آنزيم ايجاد مي و سه پيون
در مياكنش  PASچندين آمينواسيد متعلق به ناحيه . شود

، 72تيروزين(مشاركت دارند   اين ليگاند با آنزيم
،  )286و تريپتوفان 341، تيروزين124، تيروزين74آسپارتات

و  297، 295همچنين سه اسيدآمينه پاكت آسيل، فنيل آلانين
راتين . نمايندين ميانكنش آب گريز برقرار مي،  با رات338
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قادر به برقراري ميانكنش با بخش هاي عميق تر جايگاه 
، حفره اكسي آنيون و يا جايگاه استراتيك CASفعال نظير 

به  hAChEباشد و ميانكنش اين تركيب فلاونوئيدي با نمي
  .و پاكت آسيل محدود مي شود PASناحيه 

استري آن از تركيبات تشكيل دهنده پينوبنكسين و مشتقات 
مطالعات انجام شده بر روي نوعي بره موم . بره موم هستند

آوري شده از مكزيك نشان دهنده آن است كه جمع
پينوبنكسين و استرهايش يكي از عوامل اصلي ايجاد كننده 

اين . باشندخواص ضدسرطاني اين نوع بره موم مي
سرطاني خود را اعمال  تركيبات با القاي آپوپتوز، اثر ضد

همچنين مطالعه انجام شده بر روي . )56 ،5(مي نمايند 
سينامات نشان داد اين تركيب قادر به بهبود -3- پينوبنكسين

شناخت و كاهش استرس اكسيداتيو در موش هاي مبتلا به 
  . )38(زوال عقل عروقي مي باشد 

در مقايسه با راتين، تعداد كمتري اسيدآمينه در اتصال 
بخش الف و (مشاركت مي نمايند  hAChEينوبنكسين به پ

تنها سه پيوند هيدروژني در ميانكنش ). 4ب شكل 
 PASچهار آمينواسيد ناحيه . پينوبنكسين با آنزيم نقش دارد

) 341و تيروزين 286، تريپتوفان124، تيروزين72تيروزين(
در ) 297و  295فنيل آلانين(و دو آمينواسيد پاكت آسيل 

 hAChEن تركيب فلاونوئيدي به جايگاه فعال اتصال اي
  . درگير هستند

از جمله تركيبات ) CAPE( استر ليفن ات دياس كيكافئ
فعال بره موم است كه مطالعات بسيار گسترده اي بر روي 

اين فلاونوئيد اثرات متنوعي شامل . آن انجام گرفته است
آنتي اكسيدان، ضد التهاب، حفاظت از سلول، ضد سرطان، 

اين . دهدد ميكروب و ضد ويروس از خود نشان ميض
خون - تركيب همچنين اثرات محافظتي بر عليه ايسكمي

القا شده توسط آسيب در چندين بافت ) I/R(رساني مجدد 
نظير مغز، شبكيه، قلب، ماهيچه اسكلتي، بيضه، تخمدان، 

به علاوه نتايج چندين . روده، كولون و كبد را دارا مي باشد
مي، نشانگر اثرات محافظتي اين فلاونوئيد بر مطالعه عل

عليه واكنش هاي دارويي نامطلوب القا شده توسط شيمي 
همچنين گزارش هاي مبني بر   .)47 ،39(باشد درماني مي

اثرات محافظتي اين تركيب در بيماري آلزايمر وجود دارد 
)25(.  

 hAChEبا  CAPE، ميانكنش 4در بخش ج و د شكل 
همانطور كه به خوبي مشخص . نمايش داده شده است

تشكيل شده  CAPEاست پنج پيوند هيدروژني بين آنزيم و 
، 74آسپارتات( PASچندين آمينواسيد از ناحيه . است

در فرايند ) 286و تريپتوفان 341، تيروزين124تيروزين
همچينن سه . نقش دارند hAChEاتصال اين ليگاند به 

نيز ) 338و  297، 295فنيل آلانين(ل اسيدآمينه پاكت آسي
نسبت به راتين و  CAPE. ميانكنش مي نمايند CAPEبا 

پينوبنكسين به عمق بيشتري از شكاف جايگاه فعال نفوذ 
از حفره اكسي آنيون و  121مي نمايد و با گلايسين 

نيز  CASاز   337و تيروزين 202، گلوتامات86تريپتوفان
  . ميانكنش مي كند

يك تركيب فلاونوئيدي طبيعي است كه در دهه مايريستين 
اخير  شواهد فراواني مبني بر فعاليت آنتي اكسيداني، ضد 

در مطالعاتي كه . توموري و ضد التهابي آن ارائه شده است
بر روي انواع متنوعي از سلول هاي سرطاني انجام گرفته 
است مشخص شده است كه اين تركيب هجوم و متاستاز 

ي را سركوب و موجب القاي آپوپتوز در سلول هاي سرطان
اين تركيب همچنين . )29 ،17(شود سلول هاي سرطاني مي

چندين فعاليت كه مرتبط با سيستم عصبي مركزي مي باشد 
از خود نشان مي دهد و مطالعات متعددي پيشنهاد نموده 
اند كه اين تركيب ممكن است در مقابل بيماري هايي نظير 

  . )46 ،44(اثر محافظتي داشته باشد  پاركينسون و آلزايمر

كه با استفاده از  hAChE-بهترين انرژي اتصال مايريستين
كيلوكالري بر  -3/7آمده است   بدستداكينگ مولكولي 

اما نحوه اتصال اين تركيب با ). 1جدول (مول مي باشد 
آنزيم نسبت به ساير تركيبات فلاونوئيدي مورد مطالعه، 

به خوبي  5همانطور كه در شكل . باشدمنحصر به فرد مي
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ديده مي شود تعداد زيادي آمينواسيد در ميانكنش اين 
تعداد . مشاركت دارند hAChEفلاونوئيد با جايگاه فعال 

. پيوند هيدروژني دخيل در اين فرايند، هفت پيوند مي باشد
و  74آسپارتات( PASمايريستين با اسيدآمينه هاي ناحيه 

، )338و  297، 295فنيل آلانين(آسيل  ، پاكت)124تيروزين
CAS )حفره )337و تيروزين 202، گلوتامات86تريپتوفان ،

و جايگاه استراتيك ) 122و  121گلايسين(اكسي آنيون 
هرچند . نمايدميانكنش مي) 447و هيستيدين 203سرين(

CAPE  نيز نسبت به راتين و پينوبنكسين به عمق بيشتري
مي نمايد اما بر خلاف  از جايگاه فعال آنزيم نفوذ

مايريستين، توانايي برقراري ميانكنش با ترياد كاتاليتيك را 
 . ندارد

 PASشواهد حاصل از مطلعات علمي پيشنهاد مي نمايد كه 
توانايي تسريع تشكيل فيبريل هاي آميلوئيد بتا را در مغز 

اين عملكرد از طريق . افراد مبتلا به آلزايمر دارا مي باشد
م غيركاتاليتيك و با اتصال به فرم يك مكانيس

 ،11(افتد غيرآميلوئيدوژنيك پروتئين آميلوئيد بتا اتفاق مي
بنابراين مهاركننده هايي كه توانايي اتصل همزمان به . )16

و يا جايگاه ) ترياد كاتاليتيك(جايگاه كاتاليتيكي آنزيم 
را دارند مي  PASو ) و پاكت آسيل CAS(اتصال سوبسترا 

از طريق دو مكانيسم موجب بهبود علايم آلزايمر توانند 
- زيرا علاوه بر آنكه موجب افزايش سطح استيل. شوند

كولين در مغز بيماران مي شوند مي توانند فرايند تشكيل 
اين گروه از . فيبريل هاي آميلوئيد بتا را نيز كند نمايند

عوامل درماني جديدي براي درمان هر  بعنوانمهاركننده ها 
با توجه . )57(چه كارامدتر آلزايمر در نظر گرفته مي شوند 

تركيب فلاونوئيدي مورد بررسي در  17به اينكه  تمامي 

اين مطالعه، اين توانايي را دارا بودند كه به طور همزمان به 
پاكت (و همچنين جايگاه اتصال سوبسترا  PASناحيه 
- ند در گروه اين مهاركننده ها قرار ميمتصل شو) آسيل

همانطور كه در مباحث بالا اشاره شد تركيب . گيرند
CAPE  ،و مايريستين علاوه بر ميانكنش با اين دو ناحيه

و حفره اكسي آنيون را نيز دارا مي  CASتوانايي اتصال به 
مايريستين همچنين با دو اسيدآمينه ترياد كاتاليتيك . باشند

  . مي نمايدنيز ميانكنش 

آمده از اين مطالعه نشانگر آن است كه تمامي  بدستنتايج 
موم تركيب فلاونوئيدي يافت شده در نمونه هاي بره 17

كيلوكالري بر  -9/8تا  - 7(قادرند با انرژي اتصال مناسبي 
ميانكنش و فعاليت  hAChEبا شكاف جايگاه فعال ) مول

اده هاي علمي منتشر اين نتايج با د. اين آنزيم را مهار نمايند
استرازي فلاونوئيدها كولينشده كه نشانگر فعاليت آنتي

با توجه به اينكه فعاليت .  )33 ،32(است مطابقت دارد 
آنتي كولين استرازي چند نمونه بره موم به اثبات رسيده 

مي توان پيشنهاد نمود كه فلاونوئيدها در  )52 ،7(است 
ايجاد اين ويژگي زيستي بره موم نقش مهمي را ايفا مي 

 بدستهاي بنابراين در مجموع با توجه به داده. نمايند
كانديداهاي  بعنوانآمده، ميتوان اين تركيبات فلاونوئيدي را 

تر در راستاي طراحي مناسب براي انجام تحقيقات گسترده
جديد درمان آلزايمر و ساير اختلالات سيستم  داروهاي

تركيب  17از بين اين . عصبي مركزي پيشنهاد نمود
 -9/8(فلاونوئيدي تركيب راتين به دليل انرژي اتصال بالا 

و مايريستين به دليل توانايي اتصال  )مول بر كيلوكالري
همزمان به تمامي بخش هاي شكاف جايگاه فعال آنزيم از 

  .اين زمينه برخوردار مي باشند يل دربيشترين پتانس

  منابع
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)microsatellite( مجله پژوهش هاي سلولي  .در استان اردبيل

 . 71-462، 26)4). (مجله زيست شناسي ايران(و مولكولي 
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Abstract 

Acetylcholinesterase inhibitors (anticholinesterases) are commonly used to improve the 
symptoms of Alzheimer's disease and the other forms of dementia and central nervous 
system disorders. Propolis is a sticky resinous substance produced by honey bees and 

exhibits a variety of biological activities such as anticancer, antioxidant, antimicrobial 
and antifungal. Recently, a number of articles have been published on the 
anticholinesterase activity of propolis. In this study, the interaction of 17 propolis 
flavonoid compounds with human acetylcholinesterase (hAChE) was investigated using 
molecular docking. These studies were performed with AutoDock Vina software and 
the grid box was designed to be placed on the active site gorge of the enzyme. The 
results obtained showed that all these compounds bind to this region with good binding 
energy (-7 to -8.9 kcal/mol). The highest and lowest binding energies are related to rutin 
and fisetin, respectively. Investigation of the amino acids involved in the interaction 
demonstrated that all of these compounds interact with PAS and acyl pocket. The two 
compounds, caffeic acid phenethyl ester (CAPE) and myricetin, also interact with CAS 
and oxyanion hole. Myricetin is the only compound that has the ability to bind to two 
amino acids belonging to the catalytic triad. The results of this study suggest that all of 
these flavonoid compounds have the ability to inhibit the hAChE activity by binding to 
the active site gorge of the enzyme and are therefore suitable candidates for further 
studies to design new anticholinesterase drugs.  

Key words: Acetylcholinesterase inhibitors (anticholinesterases), Alzheimer's disease, 
Propolis, Flavonoid, Molecular docking.  


