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نفتوكوئينون بر روي ساختار و عملكرد آنزيم  -4و1هيدروكسي -2مشتقات  تأثيربررسي 
  كاتالاز

  2مهرداد ايرانشاهي و 1سمانه رشتبري ،*1، غلامرضا دهقان1سيمين خطايي
  ايران، تبريز، دانشگاه تبريز، دانشكده علوم طبيعي، گروه زيست شناسي جانوري 1

  بيوتكنولوژي تحقيقات داروسازي، مركز مشهد، دانشكده پزشكي علوم ايران، مشهد، دانشگاه 2

  12/05/1398 :تاريخ پذيرش  07/02/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

-2 .كنديم محافظت دروژنيه ديپراكس مخرب اثرات مقابل در را سلولهامهم،  دانياكس يآنت ميآنز به عنوان يك كاتالاز،
كه داراي فعاليتهاي بيولوژيكي و دارويي گسترده از جمله  هاستكوئينوننفتوكوئينون يكي از مشتقات نفتو-4و1هيدروكسي 

و ANQ (نفتوكوئينون - 4و1هيدروكسي -2 مشتقات نكنشايم ،مطالعه نيا در. باشدمي باكتريايي ضد و سرطاني ضد اثرات
BNQ (و ساختار در باتيترك نيا اثرات وي مورد بررسي قرار گرفت تئور و يتجرب صورت به ،يگاو كبد كاتالاز ميآنز با 
فرابنفش، فلورسانس، طيف سنجي مادون قرمز و شبيه سازي مولكولي -با استفاده از اسپكتروسكوپي مرئي كاتالاز ميآنز عملكرد

مهار مخلوط و رقابتي باعث  از طريق نشان دادند كه اين تركيبات پارامترهاي ترموديناميكيو هاي سينتيكي داده. مطالعه شد
 نتايج مطالعات فلورسانس آنزيم در حضور غلظتهاي مختلف تركيبات نشان داد كه .شوندت آنزيم كاتالاز ميكاهش فعالي

همچنين مطالعات شبيه سازي مولكولي در . شودفلورسانس ذاتي آنزيم در حضور اين تركيبات با مكانيسم استاتيك خاموش مي
با توجه به . صال براي تركيبات مورد نظر بر روي آنزيم كاتالاز وجود داردهاي تئوري نشان داد كه تنها يك جايگاه اتيافته تأييد

تواند تركيبات مختلف بر روي فعاليت و ساختار آنزيم كاتالاز مي تأثير آنزيم كاتالاز، مطالعه و نقش دوگانه اهميت بيولوژيكي
تواند باعث ايجاد اثرات جانبي شده و مي چرا كه استفاده بيش از حد اين تركيبات در داروهاي مختلف. حائز اهميت باشد

  .تهديدكننده سلامت انسان باشد

  مهار رقابتي ؛مهار مخلوط ؛نفتوكوئينون ؛كاتالاز كبد گاوي :هاي كليديواژ

  dehghan2001d@yahoo.com :پست الكترونيكي،  04133392716: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 اساسي نقش اكسيدانييآنت آنزيم ترينمهم عنوان به كاتالاز

 سمي مشتقات ديگر و پراكسيد هيدروژن غلظت كنترل در
ي هاآنزيم به عنوان فاكتور مهم در پروسهاين . دارد اكسيژن

ايفاء  نقش اساسيجهش زايي  ومختلف از جمله التهاب 
هايي چون ديابت، كند و كمبود آن منجر به بروز بيماريمي

در برخي از . شودي ميو بيماريهاي مجاري ادرارآلزايمر
سرطانها مانند سرطان كبد كاهش آنزيم كاتالاز مشاهده 

از جمله سرطان پستان، كه در برخي ديگر، شود در حاليمي

سلولهاي سرطاني با افزايش بيان آنزيم كاتالاز از القاي 
كنند كه آپوپتوز در سلولهاي بنيادي سرطان جلوگيري مي

 .باشداين بيماري مي در دوگانه كاتالاز بيانگر نقش

مطالعات مختلف در رابطه با نقش آنزيم كاتالاز در 
باشد كه استفاده از سرطانهاي مختلف بيانگر اين مي

هاي مختلف اين آنزيم در درمان سرطانهاي مهاركننده
دار در هاي فعال اكسيژنمختلف با افزايش سطح گونه

ميت بالايي ها از اهسلولهاي سرطاني و القاي آپوپتوز در آن
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 تأثيربنابراين معرفي تركيباتي كه ). 10(برخوردار است 
-بيماريها مياين مهاري بر روي اين آنزيم دارند در درمان 

كبد به عنوان يك اندام بسيار . توانند اهميت داشته باشند
 زدايي و متابوليزه كردنسم در بحراني نقشمهم در بدن 

 داروهاي و تركيبات يرتأث مطالعه لذا .دارد مختلف تركيبات
 اين آنزيم ترينفراوان عملكرد و ساختار روي بر مختلف
كاتالاز كبد گاوي، . )13و  10( باشدمي اهميت حائز عضو،

اكسيداني، در اكثر مطالعات براي به عنوان يك مدل آنتي
 .شودداروها و تركيبات مختلف استفاده مي تأثيربررسي 

-از خانواده نفتوكوئينونهيدروكسي نفتو كوئينون مشتقي 

، ا توجه به موقعيت گروه هيدروكسيلهاست كه ب
- 4و1هيدروكسي -2جمله از  ايزومرهاي متفاوتي

داراي خاصيت  اين تركيبات. شودايجاد مي نفتوكوئينون
باشد و لذا مي آنتي اكسيداني، ضد قارچي و ضد باكتريايي

و  3( ددر درمان بعضي بيماريها مورد استفاده قرار مي گير
هاي عاملي مشتقات مختلفي از اين با تغيير گروه .)5

 تأثيردر مطالعه حاضر  .اندشناسايي و سنتز شدهتركيبات 
 methylene(hydroxyphenyl 4))΄3,3دو مشتق سنتزي 

bis( 2hydroxynaphthalene-1,4dion)  2,3))و 

dihydrobenzo[1,4]dioxon-6)amino)naphthalene-1,4-

dion رتيب بيس نفتوكوئينونكه به تBNQ)(  و آمينو
بر روي  )11( خوانده مي شوند )ANQ(نفتوكوئينون 

. فعاليت و ساختار آنزيم كاتالاز مورد بررسي قرار گرفتند
را  ANQو  BNQساختار شيميايي ) الف و ب( 1شكل 

  .دهندنشان مي

  
  ANQ) ب(و  BNQ) الف(ساختار شيميايي  -1شكل 

مختلف از جمله تركيبات در صنايع با توجه به اينكه اين 
، باشدغذايي داراي كاربردهاي متنوعي مي صنايع دارويي و

اين تركيبات بر روي ماكرومولكولهاي  تأثيرلذا مطالعه 
زيستي مهم مثل آنزيم كاتالاز كه نقش كليدي در 

  . تواند مفيد باشدهاي زيستي موجودات دارد، ميفرآيند

  مواد و روشها
به منظور سنجش فعاليت كاتالاز : ك آنزيممطالعات سينتي

در . استفاده شد فرابنفش- وش اسپكتروفوتومتري مرئياز ر
 )H2O2(اين روش از طريق ثبت تغييرات جذب سوبسترا 

سرعت . گيري شددر واحد زمان، ميزان فعاليت آنزيم اندازه
 240 موج طول در H2O2شكسته شدن و كاهش جذب 

نوان واحد فعاليت آنزيم كاتالاز در واحد زمان به ع نانومتر
 3در كووتهايي با حجم  آزمايش. )12( در نظر گرفته شد

 4آنزيم كاتالاز كبد گاوي با غلظت در حضور ميلي ليتر 
تمامي  .انجام شد H2O2نانومولار و غلظتهاي افزايشي 

سنجشهاي مربوط در مطالعه حاضر در حضور بافر فسفات 
براي مطالعه  .گيري شدندهانداز pH 7ميلي مولار با  50
غلظت تركيبات مورد نظر بر روي فعاليت كاتالاز،  تأثير

با غلظتهاي مختلف از اين تركيبات،  ) nM4(بهينه آنزيم 
BNQ )0 - 3/7 ميكرومولار ( وANQ )0 - 8/10 

به صورت جداگانه براي مدت سه دقيقه ) ميكرومولار
سيد براي شروع واكنش، غلظت بهينه پراك. انكوبه شد
در اين . مورد استفاده قرار گرفت) mM 5/55(هيدروژن 

مرحله با توجه به كاهش فعاليت آنزيم در حضور غلظتهاي 
براي هر سه تركيب از روي   IC50مختلف تركيبات، مقدار

  .)27( معادله خط حاصل، محاسبه شد

تركيبات  تأثيربراي بررسي : مطالعه تغييرات ساختار آنزيم
ساختار آنزيم كاتالاز حداكثر نشر ذاتي و مورد نظر بر روي 

 280 تحريكي طول موج در از طيف سنجي فلوئورسانس
نانومتر استفاده شد و تغييرات نشر آنزيم در دو دماي 

گراد در حضور غلظتهاي ي سانتيدرجه 37و  25مختلف 
نانومتر بررسي  500تا  300 مختلف تركيبات در محدوده

 .)26( شد
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بر اساس جذب  ATR-FTIR)(رمز طيف سنجي مادون ق
- تابش و بررسي جهشهاي ارتعاشي مولكولها صورت مي

بر روي  ANQو  BNQ تأثيربراي مطالعه  .)7( گيرد
ويژگي تعامل و  ساختار دوم آنزيم كاتالاز كبد گاوي

در حضور و آنزيم  ATR-FTIR، طيف  ليگاند-پروتئين
 cm-1 1200 -1800  در محدودهعدم حضور اين تركيبات 

  . ثبت شد و تغييرات مربوط به پيوندهاي آميدي بررسي شد

با استفاده از  شبيه سازي داكينگ مولكولي :مطالعات تئوري
محل دقيق اتصال جهت تعيين  Autodock 4.2نرم افزار 

براي  .استفاده شدتركيبات بر روي آنزيم كاتالاز كبد گاوي 
ار ابتدا ساختار ورودي داكينگ شامل ساختاين منظور 

 - RCSB PDBكريستالي آنزيم از بانك اطلاعاتي پروتئين 

1TGU) (ساختار ليگاندها با استفاده از . دانلود و ذخيره شد
رسم شد و بهينه سازي انرژي  GaussView 3.0نرم افزار 

با تمركز بر روي  داكينگ مولكولي .ليگاند انجام گرفت
نجام مناسب، ا spacingو  Grid boxاصلي، با  محل اتصال

كمپلكسي كه داراي كمترين انرژي اتصالي بود، . گرفت
مطالعه با نرم افزار و  شبيه سازيبراي مراحل بعدي 

Chimera 14و  12 ،6( انتخاب شد.( 

 نتايج

با ) نانومولار 4(فعاليت آنزيم كاتالاز : مطالعات سينتيكي
استفاده از دستگاه اسپكتروفوتومتر و بر اساس كاهش 

-نانومتر اندازه 240دروژن در طول موج جذب پراكسيد هي

سرعت فعاليت آنزيم از روي شيب خط  گيري شد و
مماس بر منحني تغييرات جذب سوبسترا در مقابل زمان 

 و منتن-ميكائيليس هايسپس نمودار. )19( محاسبه شد
نتايج نشان داد كه به تدريج با . برك رسم شد-لاينويور

ميلي مولار،  5/55ا ت 5، از غلظت سوبستراافزايش غلظت 
اما . يابدفعاليت آنزيم كاتالاز به صورت خطي افزايش مي

ميلي مولار، روند كاهشي براي  5/55در غلظتهاي بالاتر از 
توجيه كننده پديده مهار آنزيم  كهفعاليت آنزيم مشاهده شد

اند كه مطالعات نشان داده. )18و  12( توسط سوبسترا است

هاي بالا باعث مهار آنزيم از پراكسيد هيدروژن در غلظت
 شودمي) فرم غير فعال كاتالاز( IIطريق تشكيل كمپلكس 

به منظور تعيين مقدار دقيق پارامترهاي . )26و  14(
-و منحني لاينويور) 1( ، از معادله)Vmax و Km(سينتيكي 

  .  )19( برك استفاده شد
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 و mM 9/35آنزيم آزاد، به ترتيب و براي  Km، Vmaxمقادير 
mM-1.S 4/2 تأثيربراي بررسي . محاسبه شد BNQ  و

ANQ بر روي فعاليت آنزيم كاتالاز، ابتدا فعاليت آنزيم در ،
 يغلظت بهينه حضور غلظتهاي مختلف از اين تركيبات و

نتايج . سنجش شد) ميلي مولار 5/55(پراكسيد هيدروژن 
تركيبات، يك روند كاهشي  نشان داد كه با افزايش غلظت

افتد و در نهايت باعث در ميزان فعاليت كاتالاز اتفاق مي
با توجه به معادله خط حاصل . شودمهار فعاليت آنزيم مي

مربوط به آنزيم كاتالاز در  IC50 از اين نمودارها، مقادير 
به  µM45/8و  µM04/5به ترتيب  ANQ و BNQحضور 

باشد كه باعث مهار ركننده ميغلظتي از مها IC50. دست آمد
مهار برگشت پذير به . شوددرصد از فعاليت آنزيم مي 50

انواع رقابتي، نارقابتي، غيررقابتي و مخلوط تقسيم بندي 
براي  بررسي مكانيسم مهار آنزيم كاتالاز  .)18( شودمي

برك فعاليت آنزيم - ، نمودار لاينويورANQو  BNQتوسط 
 IC502/1 ،IC50ين تركيبات يعني در حضور غلظتهاي ثابت ا

شكل ( ، رسم شدسوبستراو غلظتهاي افزايشي  IC502و 
تعيين و پارامترهاي سينتيكي براي هر تركيب ) الف و ب2

مقايسه مقادير پارامترهاي سينتيكي آنزيم تيمار . گرديد
نشده با پارامترهاي سينتيكي به دست آمده از آنزيم در 

با توجه به . وع مهار تعيين شد،  ننظرحضور تركيبات مورد 
در حضور غلظتهاي افزايشي   Kmو افزايش  Vmaxكاهش 

BNQ اين تركيب به عنوان مهاركننده مخلوط آنزيم كاتالاز ،
تواند به جايگاهي مجزا از جايگاه اتصال مي و كندعمل مي

سوبسترا، به آنزيم آزاد و يا به كمپلكس آنزيم سوبسترا 
به عنوان مهار كننده رقابتي  ANQ تركيب .)17( متصل شود
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آنزيم در حضور  Vmaxكند چرا كه آنزيم كاتالاز عمل مي
اتصال  لذا. يابدآن افزايش مي Kmاين تركيب ثابت و 

از اتصال  ANQهركدام از تركيبات هيدروژن پراكسيد و يا 
براي مهار رقابتي  ANQ. ديگري جلوگيري خواهد كرد

ال سوبسترا يا جايگاهي نزديك كاتالاز بايد به جايگاه اتص
به جايگاه فعال آنزيم متصل شود و از اتصال سوبسترا به 

  .)14( جايگاه فعال آنزيم جلوگيري كند

 
غلظتهاي ) ب(و ) ميكرومولار 08/10و  0 ،52/2 ،04/5( BNQبورك كاتالاز درغياب و حضور غلظتهاي مختلف -نمودار لاينوويور) الف( -2شكل 

  )ميكرومولار 9/16و  ANQ )0، 22/4 ،45/8مختلف 

روشي رايج تكنيك فلوئورسانس : ساختاريمطالعات 
ساختار سوم پروتئينها در اثر اتصال  جهت بررسي تغييرات

هاي به دليل وجود اسيدآمينه. باشديك ليگاند ميبه 
بات داراي ساختار پروتئينها، اين تركي درآروماتيك 

طالعه حاضر، براي در م. )4( فلوئورسانس ذاتي هستند
بررسي تغييرات در طيف نشري كاتالاز در حضور غلظتهاي 

نانومتر  280تحريكي  مختلف تركيبات، از طول موج
نتايج نشان داد كه اين تركيبات با آنزيم . استفاده شد

ميانكنش دارند و با افزايش غلظت هر دو تركيب مورد نظر 
 ندفرآي. افتدخاموش سازي فلوئورسانس اتفاق مي

سازي از طريق دو مكانيسم استاتيك و يا ديناميك خاموش
خاموش سازي استاتيك با . )21و  20( گيردانجام مي

دهد و ثابت افزايش دما كارايي خود را از دست مي
يابد، در حالي كه در خاموش سازي استاتيك كاهش مي

خاموش سازي ديناميك افزايش دما باعث  افزايش 
با . )28و  8( شودو فلوروفور مي برخوردهاي خاموش ساز

 Kqو  Ksvولمرمقادير -منحني استرنمعادله و استفاده از  
و از روي تغييرات آن نوع خاموش  )1جدول (محاسبه شد

با  Kqيا  Ksvبا توجه به كاهش مقادير . سازي مشخص شد

افزايش دما، مكانسيم خاموش سازي آنزيم توسط تركيبات 
  .)19( از نوع استاتيك تعيين شد

طيف مادون قرمز پروتئينها با مشاهده پيكهاي مربوط به 
كه  شودعه ميلمطا I باند آميد خصوصاًهاي آميدي گروه
-ظاهر مي  cm−1 1700تا  cm−1 1600در محدوده معمولاً

كه  C=Oارتعاشات كششي  درصد 80با  Iباند آميد . شود
- مي C-Nاي و كششي خمشي داخل صفحه N-Hمتصل به 

آن از  درصد 60كه  IIپيك آميد . شودشناسايي ميباشد، 
ديگر آن از گروههاي  درصد 40و  N-Hگروههاي خمشي 

تا  cm−11500 و در ناحيهتشكيل شده است  C-Nكششي 
cm−1 1600 با ساختمان دوم پروتئينها ارتباط گيرد، قرار مي
هاي در محدوده Iتغيير در پيك مربوط به آميد  ).7( دارد

-cm-1 1645 -1620 ، cm-1 1645 -1652  ،cm عدد موجي 

دهنده نشانبه ترتيب  cm-1 1662-1690 و  1662- 1652 1
هاي نامنظم، مارپيچ آلفا و پيچهتغييرات صفحات بتا، 

بررسي طيف مادون قرمز . )8( باشدمي )turn(دوربرگردان 
آنزيم نشان داد كه ساختار دوم آنزيم كاتالاز در حضور اين 

قابل الف  3همان طور كه در شكل . كندر ميتركيبات تغيي
- باعث مي) ميكرومولار BNQ )5مشاهده است، حضور 

به عدد  cm−1  5/1637آنزيم از ناحيه  FTIRشود پيك 
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اين نتايج حاكي از آن . منتقل شود cm−1 6/1660موج 
تغييرات ساختاري آنزيم به  BNQاست كه در حضور 

 تأثيررا تحت  آلفا صورتي است كه بيشتر ساختار مارپيچ
باعث ايجاد تغييراتي در آميد  BNQاز طرفي . دهدقرار مي

II تركيب .شودنيز مي ANQ  را بر روي  تأثيربيشترين
كاتالاز از  FTIRچرا كه پيك . ساختار صفحات بتا دارد

- منتقل مي cm−1 01/1624به ناحيه  cm−1 5/1637 ناحيه

در  BNQند نيز همان ANQ، ب3با توجه به شكل . شود
 نيا. كندتغييراتي ايجاد مي IIمربوط به آميد  طيف ناحيه

 ارتعاشات تنها نه ، ANQو  BNQ كه دهديم نشان جينتا
 ارتعاشات بلكه ن،يپروتئ ياصل تنه در C=O گروه يكشش
-تغيير مي زين را H- N يخمش ارتعاشات و N-C يكشش

   ). 29و  9و  7( دهند

 
  ANQحضور غلظتهاي افزايشي  در) ب(، ANQدر حضور غلظتهاي افزايشي ) الف( كاتالاز FTIRطيف  -3شكل 

مطالعات ترموديناميكي براي محاسبه پارامترهاي اتصال در 
، )K( و ثابت اتصال )n(تعداد جايگاههاي اتصال از جمله 
  .)16( استفاده گرديد )2( از معادله

)2 (   ]log[loglog 0 QnK
F

FF


  

يك  log [Q]در مقابل  logر در اين معادله نمودا
تعداد ( nي دهنده باشد كه شيب آن نشاننمودار خطي مي

-مي log Kaدهنده نيز نشان مبدأو عرض از ) جايگاه اتصال

را محاسبه  ، ثابت اتصالK توان باشد كه از روي آن مي
   .)26( نمود

، هاي برهمكنش ازجمله پيوند هيدروژنيكلي نيروطوربه
- واندروالسي، تعاملات الكترواستاتيك و برهمكنشهاي آب

هاي كوچك و گريز ممكن است بين ليگاند
پارامترهاي . ماكرومولكولهاي زيستي وجود داشته باشد

، تغييرات  )H)Δترموديناميكي از جمله تغييرات آنتالپي 
نقش  )ΔG(و تغييرات انرژي آزاد گيبس  )ΔS(آنتروپي 

مقادير اين . ي مختلف اتصال دارندمهمي در تعيين روشها

-قابل محاسبه مي 5، 4، 3پارامترها با استفاده از فرمولهاي 

  .)15و  4( باشد

)3 (   )
11

(ln
121

2

TTR

H

K

K



  

)4 (  KRTG ln 

)5 (   STHG   

ثابت  Rثابت اتصال در دماي مربوطه و  Kها در اين معادله
نوع برهمكنش بين ماكرومولكول و  .باشديعمومي گازها م

ليگاند، با استفاده از علامت و مقدار پارامترهاي 
و  0H > Δبه طوري كه اگر . شودتروديناميكي مشخص مي

0S > Δ اي در باشند، برهمكنشهاي آبگريز نقش عمده
باشند،  0S < Δو  0H < Δواكنش اتصال دارند، اگر 

ژني در  هاي هيدروبرهمكنشهاي واندروالسي و پيوند
ميانكنش بين ماكرومولكول و ليگاند غالب خواهند بود و 

دهنده غالب بودن  نشان 0S >Δو  0H < Δهمچنين 
جدول ( نتايج .)21( باشدبرهمكنشهاي الكترواستاتيك مي

تنها يك جايگاه اتصال بر  ANQو  BNQدهد نشان مي) 1
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مپلكس كبراي  nو  Kمقادير. ندروي آنزيم كاتالاز دار
- يابند، كه نشان ميبا افزايش دما كاهش مي BNQ-آنزيم

شود كه تشكيل مي يدهد در دماهاي بالا كمپلكس ناپايدار
با توجه . ممكن است به صورت جزئي از هم پاشيده شوند

باشد، منفي مي BNQدر حضور  ΔSو  ΔHبه اينكه علامت 
برهمكنشهاي  BNQ-بنابراين در تشكيل كمپلكسهاي آنزيم

 را دارند تأثيرهيدروژني بيشترين اندروالسي و پيوندهاي و
كمپلكس مطالعات ترموديناميكي مربوط به  ).19و  18(

ANQ - كاتالاز نشان داد كه با افزايش دما مقاديرn  وK  نيز

كمپلكس پايدار از آنزيم و با افزايش دما  لذا يابدافزايش مي
ANQ جدول (پارامترهاي ترموديناميكي  .شودتشكيل مي

اي در نقش عمده آبگريزد كه برهمكنشهاي ننشان دا) 1
كند، چرا كه علامت ميايفاء  ANQ-تشكيل كمپلكس آنزيم

ΔH  وΔS منفي بودن علامت . باشندهر دو مثبت ميGΔ 
 ANQ-دهد كه تشكيل كمپلكس بين آنزيمنشان مي

مثبت بودن . )16( باشدخودخودي مي  BNQهمانند
  . )18( باشدرماگير بودن واكنش ميحاكي از گ ΔHعلامت 

  
 .مختلف يدما دو كاتالاز در- ANQو   كاتالاز-  BNQ كمپلكس اتصال يثابتها و يكيناميترمود يپارامترها -1 جدول

ΔS
(JK-1mol-1) 

ΔH 

(kJmol-1) 
ΔG

(kJmol-1) 
K

(×104M-1) 
Kq 

(×1013M-1 s-1)
KSV 

(×105M-1) 
N دما(ºC) تركيب 

2/439- 4/162-   52/31-  6/33  8/3  8/3  1 25 BNQ-CAT 

    25/26-  6/2  1/3  1/3  8/0  37   
59/378+  23/87+  59/25-  3 3/2  3/2  8/0  25 ANQ-CAT 

  14/30-  12 9/1  9/1  9/0  37   
 

بيني شبيه سازي داكينگ مولكولي با پيش: مطالعات تئوري
اتمهاي درگير در برهمكنش و موقعيت اتصال ليگاند به 

، اطلاعاتي درباره مكانيسم اتصال تركيبات ماكرومولكول
تواند نتايج به دست كند و از اين رو ميمختلف فراهم مي

 سازي شبيه. كند تأييداز كارهاي آزمايشگاهي را  هآمد
داكينگ مولكولي بر مبناي انرژي آزاد اتصال بين گيرنده و 

شود و اتصالي كه كمترين انرژي آزاد ليگاند انجام مي
داشته باشد به عنوان بهترين محل اتصال در نظر اتصال را 
نتايج به دست آمده از اين روش براي . )26( شودگرفته مي

د كه تنها يك جايگاه فعال نشان دان BNQ- كمپلكس آنزيم
اين . براي اين تركيب بر روي آنزيم كاتالاز وجود دارد

اي اتصال در محلي تقريبا دورتر از جايگاه فعال و در حفره
دومين آلفا هليكس و دومين بسته بندي كننده قرار  بين
به محلي غير از جايگاه  BNQبنابراين . )الف4شكل (دارد

كننده مكانيسم مهار  تأييدشود كه اتصال سوبسترا متصل مي
آمده، با توجه به نتايج به دست . باشداز نوع مخلوط مي

از نوع هيدروژني و  BNQپيوندهاي مابين آنزيم و 

در اين اتصال . باشدشهاي واندروالس ميبرهمكن
، Ala 157 ،Ala 356 ،Asp 359 ،Thr 360آمينواسيدهاي 

Pro 161  وVal 72 داكينگ  نتايج مربوط به. درگير هستند
 تجربي،نتايج  تأييد، در  ANQ-كمپلكس آنزيم مولكولي

بر روي  ANQنشان داد كه تنها يك جايگاه اتصال براي 
 وجودورت گروه و جايگاه فعال آنزيم آنزيم كاتالاز در مجا

دهد آنزيم و سوبسترا براي كه نشان مي )ب4شكل ( .دارد
اتصال . كننداتصال به جايگاه فعال آنزيم با هم رقابت مي

در حفره اي مابين دومين مارپيچ آلفا،  ANQبين آنزيم و 
صفحات بتا و لوپ بسته بندي كننده و توسط 

در اين اتصال . شودانجام مي آبگريزبرهمكنشهاي 
، Ala 157 ،Ala 356 ،Leu 158 ،Ile 164آمينواسيدهاي 

Pro 161  وVal 72 با توجه به اينكه . درگير هستند
هستند،  آبگريزآمينواسيدهاي درگير در پيوند بيشتر از نوع 

بنابراين نتايج حاصل از مطالعات ترموديناميكي در رابطه با 
و  12( باشدمي تأييدبل غالب بودن پيوندهاي هيدروفوب قا

18(.   
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به آنزيم  BNQ) مدل داكينگ مولكولي براي اتصال الف -4شكل 

  .به آنزيم كاتالاز ANQ) ب(كاتالاز، 

  بحث
  ANQو  BNQغلظتهاي مختلف  تأثيردر مطالعه حاضر،  

ي مختلف روشهابر روي آنزيم كاتالاز كبد گاوي، به 
 مطالعات. تجربي و تئوري مورد بررسي قرار گرفت

به  ANQو  BNQكه دو تركيب  دادند نشان يكينتيس
- كاتالاز ميمخلوط و رقابتي باعث مهار ترتيب با مكانيسم

نتايج حاصل از مطالعه برهمكنش آنزيم كاتالاز با . شوند
سايمتيدين، به عنوان داروي مرتبط با دستگاه گوارشي، 
ز نشان داد كه اين تركيب مهاركننده مخلوط آنزيم كاتالا

با توجه به نتايج اين مطالعه، مهاركننده مخلوط . باشدمي
. شودآنزيم مي  Kmو افزايش  Vmaxآنزيم، باعث كاهش 
مكانيسم مهاري آنزيم كاتالاز در  بنابراين نتايج بررسي

. )25( باشدمي تأييد، توسط اين مطالعه قابل BNQحضور 
الاز به تركيب دفراسيروكس بر روي آنزيم كات تأثير همچنين

- كننده مطالعات حاضر مي تأييدعنوان مهار كننده رقابتي 

 باتيترك نيا يبرا شده محاسبه IC50 ريمقاد). 14(باشد 
 ANQبيشتر از  BNQ   گيكنند مهارنشان داد كه قدرت 

نتايج بررسيهاي ساختاري نشان دادند كه هر دو . باشدمي
د تركيب ضمن برهمكنش با آنزيم كاتالاز، باعث ايجا

نتايج . شوندتغييراتي در ساختار دوم و سوم آن مي
مطالعات طيف سنجي مادون قرمز حاكي ازتغييرات ساختار 

 .باشددوم آنزيم كاتالاز در حضور تركيبات مورد نظر مي
مطالعات ترموديناميكي انجام شده بر روي برهمكنش 

هاي حاصل از مركاپتوبنزيميدازول، با يافته 2كاتالاز با 
در اين مطالعه . همخواني دارد BNQ-نش آنزيمبرهمك

نشان داده شده است كه مقادير منفي پارامترهاي 
ترموديناميكي حاكي از نقش اساسي پيوندهاي هيدروژني و 
- برهمكنشهاي واندروالس در ايجاد كمپلكس بين آنزيم

مطالعات انجام شده بر روي . )23( باشدمي ليگاند
كننده  تأييدنيز تين برهمكنش آنزيم كاتالاز و كرس

با توجه به اينكه علامت  . باشدمي ANQ-برهمكنش آنزيم
ΔH  وΔS  در اين مطالعات منفي به دست آمد، لذا

پيوندهاي هيدروفوبيك نقش اساسي را در تشكيل 
 مطالعات شبيه .)18( كندميايفاء  كرستين- كمپلكس كاتالاز

را  رتركيبات مورد نظسازي مولكولي بهترين محل اتصال 
اين نتايج، با نتايج به . بر روي آنزيم كاتالاز تعيين كرد

 .)2و  1( دست آمده از بررسيهاي تجربي همپوشاني دارد
-باتوجه به نقش حياتي آنزيم كاتالاز در سم زدايي بدن، مي

توان نتيجه گرفت كه استفاده بيش از حد اين تركيبات در 
نبال ه دتواند عوارض جانبي بداروهاي ضدميكروبي مي

تواند باعث به هم كاتالاز مينقص در فعاليت . داشته باشد
خوردن تعادل ميان توليد راديكالهاي آزاد و سيستم دفاع 

در سلولهاي سرطاني  ).24و  22( شودآنتي اكسيداني بدن 
گر هاي واكنشنيز به علت بالا بودن سوخت و ساز گونه

مطالعات  برخي از. اكسيژن در سطح بالايي وجود دارند
توانند گر اكسيژن ميهاي واكنشاند كه گونهگزارش كرده

باعث القاي مرگ در سلولهاي سرطاني از طريق آسيبهاي 
ريزي شده ها و نيز با القاي مرگ برنامهناشي از اين گونه

و  13( شوندرساني مرگ ميسلولي از طريق مسيرهاي پيام
ها از  ينونلذا اثرات ضد سرطاني مشتقات نفتوكوئ ).24

از اين جهت قابل توجيه است كه  ANQو  BNQجمله 
شوند كه اين تركيبات با مهار فعاليت آنزيم كاتالاز باعث مي

گر افزايش يابد و با القاي آپوپتوز هاي واكنشغلظت گونه
  . باعث مرگ سلولهاي سرطاني شود
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Abstract 

Catalase as an important antioxidative enzyme that plays major role in protecting cells 
and tissues from the toxic effects of hydrogen peroxide. 2-hydroxy-1,4-naphtoquinone, 
as a naphthoquinone derivative, has been found to have a broad biological and 
pharmacological activities, including anti-cancer and anti-bacterial effects. In this study, 

the effect of two different derivatives of 2-hydroxy-1,4-naphtoquinone derivatives 
(BNQ and ANQ) on the structure and function of bovine liver catalase (BLC), was 
studied using different spectroscopic and computational methods such as fluorescence 
and FTIR spectroscopy, and molecular docking studies. Kinetic studies showed that by 
adding gradual concentrations of BNQ and ANQ, catalase activity was significantly 
decreased through mixed and competitive inhibition mechanisms, respectively. The 
fluorescence spectroscopic results at different temperatures indicated that BNQ and 
ANQ can quench the intrinsic fluorescence emission of BLC through static quenching 
mechanism. Molecular docking data in agreement with experimental results, confirmed 
that there is only one binding site on the BLC structure for BNQ and ANQ. Study on 
effect of different compounds on the activity and structure of the catalase as a principal 
biological enzyme could be important. Excessive utilization of these compounds in 
various drugs can cause side effects and may threaten human health.  

Key words: bovine liver catalase; naphtoquinone; mixed inhibition; competitive 
inhibition 

 


