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چکیده

سلولی چون بیـان ژن نقـش   در تنظیم مسیرهاي درونهاي کمغلظتبا) ROSهاي فعال اکسیژن (گونه

هاي د استرس اکسیداتیو و آسیب به ماکرومولکولهاي بالاي آنها، با ایجاکه غلظتدرحالیمهمی دارند

بـالاي مقـادیر دنکـر یخنثبـرايسـلولهر.هستندمؤثرمهمهايبیماريازبسیاريپاتوژنزحیاتی در

ROSاکسیدانیآنتیآنزیمیکعنوانبهکند. پراکسیدازاستفاده میاکسیدانیآنتیدفاعیسیستماز یکها

اکسـیژنی فعالگونهیککه(پراکسیدهیدروژنازاستفادهبارامختلفهايسوبسترااکسیداسیونمهم،

شوند و غلظت طور گسترده استفاده میکه کافئین و تئوبرومین روزانه بهییجاآناز.کندمیکاتالیز)است

یـن  حاضـر اثـر مهـاري ا   پژوهش در ترتیباینبه، ها تأثیر داردمصرفی آنها بر فعالیت بسیاري از آنزیم

وسـیله بـه بـه روش کینتیـک   فعالیت پراکسیدازبررسی شده است.پراکسیدازفعالیتبرهاگزانتینمتیل

رنگـی  محصـول کـردن جـذب  دنبالراهازدقیقه، 3نانومتر به مدت 510در طول موج اسپکتروفتومتر 

.شـود میگیري هتئوبرومین اندازوکافئینحضورعدموحضوردرپیرین آمینوآنتی-4از اکسایش ناشی

IC50مقـادیر اثري مهـاري دارنـد و  پراکسیدازترکیب بر فعالیتکه هر دواین مطالعه مشاهده شددر

و Kmر مقـادی ایـن، بـر عـلاوه .مولار تعیین شدمیلی60/0و 50/0ترتیب تئوبرومین و کافئین بهبراي

Vmax ،مقـدار همچنـین .کنـد ییـد مـی  أدو مهارکننده را تبراي هرمهارسازوکاربودن نارقابتیKi بـراي

بـا مقایسـه درتئـوبرومین درنتیجـه، . شـد تعیینمولارمیلی08/0و03/0ترتیببهکافئینوتئوبرومین

بـه بیشـتري اتصـال تمایـل وبـالاتر مهارقدرتداراي،KiوIC50کمترمقادیرداشتندلیلبهکافئین

بـر تـري قويمهارياثرتئوبرومینکهشودمینین استنباطچبنابراین. استسوبسترا-آنزیمکمپلکس

.داردپراکسیدازفعالیت

.گزانتینیمحركهاي فعال اکسیژن،گونه، کافئینتئوبرومین، پراکسیداز،: کلید واژگان
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مقدمه-1

، با استفاده اکسیدانی مهمیک آنزیم آنتیعنوان بهپراکسیداز 

ــدروژن پراکســید بــه   ــوان پذیراز هی ــرون،  عن ــده الکت ن

انیـک و  هاي مختلف ارگهاي اکسیداسیون سوبستراواکنش

ایـن آنـزیم کـه یـک نـوع      کنـد.  غیرارگانیک را کاتالیز می

ها یـک  پراکسـیداز تمام هـم باشد همانند دار میپروتئن هم

. داردمتوالی ي احیاچرخه کاتالیتیک عمومی با سه مرحله

ن پراکسـید لکول هیدروژوآنزیم با یک ماولین مرحله، در

الکترونـی  احیـاي دو -ون یاس ـینـد اکسید ایـک فر طی در 

هیـدروژن  شـدن  در اثـر احیـا  نتیجـه دهـد. در واکنش مـی 

آنـزیم بـه   خود زماناین درشود و آب تولید می،پراکسید

نامگـذاري Iعنـوان ترکیـب   باکه آیدشکل اکسید در می

O(یـک مرکـز اکسـی فریـل     ایـن ترکیـب  .شـود می  =

Fe(IV) ( روي هم یا کهداردیک رادیکال آلی کاتیونیو

رادیکـال  مرحلـه بعـد  در. داردقـرار یک ریشه تریپتوفان 

و کـرده سید یک مولکول سوبسترا را اک،Iترکیبکاتیونی

IIترکیـب  و شودمیالکترونی دستخوش احیاي تکخود 

ترکیـب  نهایـت، دهد. دررا تشکیل میفریلاکسیمرکزبا

II بـه  الکترونـی دومـین سوبسـترا   سیون تکاکسیداراهاز

این مرحلـه از واکـنش،   شود که میفریک احیاپایه حالت

.]2؛ 1[باشدسرعت واکنش میکنندهتعیین

ی از اعضــاي مهــم یکــ)H2O2(هیــدروژن پراکســید

یـک  هـا ROS.باشدمی)ROS(یهاي فعال اکسیژنگونه

هـا یـا  عنـوان یـون  بههستند کههاي آزادرادیکالاز گروه

از متابولیسـم طبیعـی سـلول   طـی در فعـال یهایمولکول

تـرین  ایـج رز ا.]3؛ 2[انـد اکسیژن مولکـولی مشـتق شـده   

تـوان بـه آنیـون سوپراکسـید    مـی هاي فعال اکسیژنی گونه

)O2
هیدروژن پراکسیدو )◦OH(ل، رادیکال هیدروکسی)-◦

)H2O2 4[کرد) اشاره[.ROS هستند یک تناقض قادر ها

تواننـد  هـم مـی  یعنـی ؛ بگذرانـد به نمـایش  عملکردي را

اعمـال  هـاي زنـده  تمسثیرات مفید و سودمندي را بر سیأت

.دارنــدرانهــا آبــه رســاندنبلیــت آســیبهــم قاوکننــد

در هـاي فعـال اکسـیژنی    گونهمتوسطهاي پایین یاغلظت

هاي سلولی از جمله دفاع در برابر عوامـل  پاسخ به آسیب

دارند کـه را این توانایی وداشتهاساسینقش یکعفونی 

ــه ــوان ب ــعن از برخــیدر عملکــرد ثیرگــذارتأک عامــل ی

نقـش  آپوپتوز بیان ژن ومثلرسان سلولیهاي پیامستمسی

تمایزوتکثیرتنظیمرايبمهمیک ابزار کمکیوکنندایفا

اسـترس اکسـیداتیو و   این،علاوه بر.]6؛ 5[باشندیسلول

هـاي  رادیکـال کـه  خربی استمآثارازاسترس نیتروزاتیو

سـتند  . همچنـین قـادر ه  د بر بدن تحمیل کنندنتوانآزاد می

مـؤثر عروقـی  -هـاي قلبـی  ر پاتوژنز بسیاري از بیماريد

ROSهـاي بـالاي  در غلظـت مضـر  آثـار ایـن  باشند کـه 

هاي آزاد حتـی  رادیکالشود. تماس طولانی بامشاهده می

ممکن اسـت باعـث آسـیب بـه     اگر مقدار آن پایین باشد، 

از جملــه پــروتئین،  هــاي مهــم بیولــوژیکی  مولکــول

ــهمــیکــهشــودDNAوکربوهیــدرات ــد ب ایجــادتوان

-7[منجر شودهاسرطانانواع ناکی چونخطرهايبیماري

،توان چنین عنوان کردمیهاROSبا توجه به عملکرد .]9

براي حیات ضرورت مطلقی که دوجوبامولکول اکسیژن 

مضـر ن، براي بـد توانداي میشرایط ویژهدر،داردهوازي

پـارادوکس  حاصـطلا در مهـم بـه ایـن پدیـده   هم باشـد. 

کـه داشـت بیـان تـوان میبنابراین.شودگفته میاکسیژنی

بـه  ممکـن اسـت  ،پراکسـیداز آنـزیم عملکـرد دراختلال

برخـی بـروز وهـا ROSتجمـع شرایط را بـراي  ايگونه

.]10[کنددر بدن فراهم هاناهنجاري

هـاي رایجـی چـون    امـروزه نوشـیدنی  دیگرسوییاز 

مـردم وسـیله بهروزانه که گازدارهايقهوه و نوشابهچاي،

اززیاديمقادیرحاوي، شوندمیدر سراسر جهان مصرف 

متیـل دي3و7(تئـوبرومین هاي گزانتینـی مثـل  آلکالوئید

هسـتند.  ) گـزانتین متیـل تري3،1و7(نکافئیو ) گزانتین

گـزانتین شـده از  مشتقهايآلکالوئید پورین،هاین ترکیبا

گیـاهی  مختلـف هايگونهدرايستردهگطوربهکهدتنهس

هـاي  ، دانـه به مقدار زیادي در برگ چايو اند توزیع شده
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ــائو  ــدهقهــوه و کاک ــیدی ــد.]11[شــوندم ــن آلکالوئی ای

عبور کنند و مغزي -خونی سداز هستند قادرها،گزانتین

بـه  ،شوندسیستم عصبی مرکزي و محیطی باعث تحریک 

گردان خفیف شناخته هاي روانمحركعنوان باهمین دلیل

افـزایش تـوان بـه   مـی هامحركایناصلیآثاراز .اندشده

سرخوشـی نفس،بهاعتمادتمرکز،فکر،سرعتهوشیاري،

عنـوان بـه کـافئین .دکـر اشـاره  اشتهاکاهشیاافزایشو

ــاربردترین ــردانرواندارويپرک ــیندرگ ــانب هــا،انس

وتئـوفیلین جملهازهاي خودمتابولیتبا مشابهساختاري

خاصـیتی گزانتینیطبیعیهايترکیباین. داردتئوبرومین

خـانواده  ازطبیعـی هـاي گروه محـرك بهوداشتهمحرك 

طـور  بـه نـد کـه  گـردان تعلـق دار  روانهـاي بزرگ ترکیب

بسـیاري از داروهـا  دهنـده تشـکیل مـواد عنـوان بهلمعمو

.]12[شوندمیاستفاده 

درطولانیارزشمند قدمتیعنوان ترکیبیبهتئوبرومین

مهـم درمـانی کاربردهـاي یکی از. داردبالینیهايکاربرد

درمانبرايمفید یدارویعنوانبهآن استفاده از، تئوبرومین

غلظـت مصـرف کـه شـده ثابـت زیرا،استمزمنسرفه

واگعصـب نامناسبسازيفعالازاین ترکیبمناسبی از

)اســتمــداومســرفهاصــلیهــايویژگــیازیکــیکـه (

سـایرآلکالوئید هماننـد  ئوبرومینت.]13[کندمیجلوگیري

عنـوان بـه و تئـوفیلین کافئیناز جملهگزانتینیهايپورین

عمـل ) CNS(مرکـزي عصـبی سیستمملایممحركیک

مقایسه بادراینکه، اثر محرك تئوبرومین با وجود.کندمی

درتريبیش ـعمـر نیمـه ولی کمتر بوده، تئوفیلینوکافئین

بدن داشـته تري برطولانیآثاراندتومیبنابراین، داردبدن

ــلاوه.]16-14[باشــد ــراع ــیت ب ــوبرومین خصوص ین، تئ

این توانـایی را دارد کـه  به عبارتی ،داردنیزاکسیدانیآنتی

ایـن  . ]17[هیدروکسیل را کاهش دهـد هايرادیکالتولید

کردن عروق خونی ودر گشادخودقابلیتترکیب به دلیل

بـه که منجـر قلبینارساییمثلموارديدر،ودنبادرارآور

و همچنـین بـراي درمـان    شـود یبدن مدرمایعاتتجمع

،تئـوبرومین مصـرف .]18[شودمیاستفاده نیزفشار خون 

HDL آپولیپوپروتئینکلسترول وA-1 انسـان خوندررا

سـرکوب راهازC/EBPتخریببانیزوددهمیافزایش

را چربـی هـاي سـلول تمایزقادر است ،AR1سیگنالینگ

گیـاهی عنـوان یـک مـاده   بـه ئـوبرومین  ت.]19[مهار کنـد 

سازي اي و فعالچربی سفید به قهوهتبدیلراهازقدرتمند

چـاقی ناشـی از   کاهش یتوانای،ايچربی قهوههايسلول

چاقی تئـوبرومین  اثر ضداین، برافزون.داردرژیم غذایی را

استمرتبطز استراوابسته به فسفوديتنظیمیبه یک مسیر 

را در PDE4D فعالیت،با آنمیانکشراهز اکه تئوبرومین 

تئـوبرومین بـا  . ]21؛ 20[کنـد هاي چربی مهـار مـی  بافت

برخی مواقـع بـه دلیـل    ، داردبدن برکه مفیدي آثاروجود 

شکسـت  توانـد باعـث   مـی اکسـیدانی پروخاصیت داشتن 

شــود ويهــاي فلــز، در حضــور یــونDNAاکســیداتیو 

توانـد  مـی شـود،  مصـرف  لنرمااز حداگر بیش چنین مه

، حالت تهـوع و اسـتفراغ   ، تحریک معدهاشتهاییبیباعث

.]17؛ 15[باشد

مثبتاثرهايتواند میمصرفمقداربهتوجهباکافئین

سـطح درکـافئین کـه زمـانی . باشـد داشته بدنبرمنفیو

کـه داردرابلیـت قاایـن شـود، مصرفمناسبومعمول

مغزعملکردوکردهعملافسردگیضدعاملیکعنوانبه

ازبرخیدرمانبرايتواندمیبراین،علاوه.دهدافزایشرا

هـاي اخـتلال سـایر وآلزایمرپارکینسون،مانندهابیماري

فعالیـت کاهش.]22[شوداستفادهمرکزيعصبیسیستم

ــتم ــکدوپامینسیس ــبورژی ــلولتخری ــايس ــبیه عص

بیمــاريوافســردگیاصــلیدلایــلازدوپامینرژیــک

کـردن مسـدود بـا دیگر، کافئینطرفاز.استپارکینسون

آنهـا، عملکرددراختلالوA2وA1آدنوزینهايگیرنده

.کنـد مـی محافظـت دوپامینرژیـک عصـبی هـاي سلولاز

تـأثیر همچنـین وکـافئین ضدافسـردگی خواصبنابراین، 

ــت ــرآنمثب ــاريب ــاپارکینســونبیم ــانکنشب ــاآنمی ب

ــايسیســتم ــکه ــاطدوپامینرژی ــلاوه.ددارارتب ــراین،ع ب
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یـک ویژگـی   کـافئین، وسیلهبههاگیرندهاینشدنمسدود

ضـد و آن بخشـد مـی اهمیـت دیگـري نیـز بـه آن     زیحا

جـایگزین ،عنـوان دارو تواند بهبنابراین می، استبودندرد

ــبی ــرمناس ــوادايب ــدرم ــدمخ ــاياثر.]24؛ 23[باش ه

مهـار پراکسیداسـیون لیپیـدي    راهاز اکسیدانی آن نیـز آنتی

اکسیژنی هاي فعال که امري مخالف با عملکرد گونه(غشا

و در مواردي عمل پاکسازي بـدن از  شودمحقق می)است

ROSغلظـت اما در مقابل، استفاده از عهده دارد.را برها

رد و قـادر بـه   مضـري بـر بـدن دا   اثرهـاي ،بالاي کـافئین 

 ــ ــزایش پراکسیداس ــیداتیو  اف ــترس اکس ــدي و اس یون لیپی

.]25[باشدمی

هاي طبیعی ركمحبالا،درشدهبیانمطالب توجه بهبا

دهنــده تشــکیلاساســی اجــزاياز ،و تئــوبرومینکــافئین

گـازدار هـاي  نوشـابه وقهـوه ،چـاي چونییهانوشیدنی

نشـان داده  پیشینهايهالعطمبراساس. شوندمحسوب می

مقـدار توجه بـه  باگزانتینیهاياین ترکیبشده است که

حتیهاي مختلف بدن قسمتبرهستندقادر خود مصرف

طرفـی  ازداشـته باشـند.  را مضـري  یـا مفید آثار،هاآنزیم

بـدن اکسـیدانی سیسـتم دفـاعی آنتـی   در پراکسیداز آنزیم 

اثر،حاضرپژوهشدربنابراین.ددارمهم و ضروري نقشی

حیـاتی بر فعالیـت آنـزیم   هاي طبیعیمحركاین احتمالی

.دشبررسی پراکسیداز

پژوهشروش -2

مواد شیمیایی  2-1

آنـزیم  ازنـد عبارتشـد،  استفاده پژوهشاین موادي که در

، فئینکــا،Arthromyces ramosusپراکسـیداز از گونـه   

تهیـه 1سیگمااز شرکت که پیرین آمینوآنتی-4وبرومینتئو

یی از صـنایع شـیمیا  درصـد  30دهیدروژن پراکسـی .ندشد

بـافر  .دش ـخریـداري شرکت مركفنل ازدکتر مجللی و 

بـراي محیط آزمایشـگاه  طور تازه در بهپتاسیم فسفات نیز

1 . Sigma

واکـنش طـی درآماده شد. همچنینسنجش فعالیت آنزیم

از دسـتگاه اسـپکتروفتومتر  ،براي خواندن جـذب آنزیمی

UV-Visible ــرکت ــیااز شــ ــدل 2فارماســ 3000مــ

Ultrospec د.شاستفاده

ــیداز 2-2 ــت پراکس ــنجش فعالی ــدس ــور در ع م حض

هاي گزانتینیمحرك

براي سنجش فعالیت سینتیکی آنـزیم پراکسـیداز از روش   

.]26[دش ـاسـتفاده  تغییـر انـدکی و همکـارانش بـا   سزار

مـولار،  17/0میکرولیتر فنـل  340بنابراین محلولی حاوي 

مولار، به همراه میلی7/1میکرولیتر هیدروژن پراکسید7/1

، 3، 2، 1(متغیرغلظت با مولارمیلی5/2پیرین آمینوآنتی-4

) و میکرومـــــــــولار100، 50، 30، 20، 15، 10، 8، 5

تهیــه شــد و )pH=7.2(مــولار2/0بافرپتاســیم فســفات 

نهایت یک میکرولیتر از آنـزیم پراکسـیداز بـه محلـول     در

ینتیک با به روش کنیز فعالیت آنزیم پراکسیداز .اضافه شد

در.شدسنجش جذبیاستفاده از دستگاه اسپکتروسکوپی

، کینونیمینآنزیمی جذب یک محصول رنگی این سنجش 

همزمـان حضـور درپیرینآمینوآنتی-4اکسایش حاصل از

درجـه سـانتیگراد،   25دمـاي  در پراکسیدهیدروژنوفنل

. ]27[شـد دنبال دقیقه3مدت به،نانومتر510طول موج 

منحنـی  ،آمـده دسـت هنهایت با توجـه بـه اطلاعـات بـ    در

دنبالبه وهشدبرك رسم -منتن و لاینویور-میکائیلیس

یـک از  هـر نبـودن در VmaxوKmهاي سـینتیکی  آن ثابت

مرحلـه از  اسـت کـه هـر   گفتنی .دشحاسبه ها ممهارکننده

د.شتکرار پیاپیسه مرتبه ،آزمایش

هـاي محركحضوردرپراکسیدازفعالیتسنجش2-3

گزانتینی

بـر  شـده ذکرهايثیر ترکیبتعیین تأبراي آزمایشدر این 

وفنل ،هیدروژن پراکسیدغلظت،فعالیت آنزیم پراکسیداز

2 . Pharmacia
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ــوآنتی-4 ــرینآمین ــت(پی ــباعغلظ ــترااش ــادلسوبس مع

غلظــت وهــا ثابــتدر تمــام ســنجش)لارمیکرومــو100

ازتئـوبرومین شـد. بـراي   نظرگرفتـه ر درمتغی ـ،مهارکننده

از نیـز  کـافئین مولار و بـراي  میلی2الی15/0هاي غلظت

که گونههمان.شدمولار استفاده میلی2الی1/0هاي غلظت

دشآزمایش سه مرتبه تکرارمرحله ازهر، شدبیاندر بالا 

مشاهده شد که فعالیت آنزیم آمدهدستهاساس نتایج ببرو

پیـدا  کـاهش  دو مهارکنندهیک ازور هرحضاز دریدپراکس

شـده،  بکس ـنهایت با توجـه بـه اطلاعـات    در. استکرده

ــاري و  ــاي مه ــرپاســخ-دزنموداره ــراي ه ــک از دو ب ی

کننده رسم شد.مهار

سینتیکیهايهمحاسب2-4

بـا توجـه بـه    (کننـده یک از دو مهارهربراي IC50مقادیر 

مچنـین بـراي تعیـین    شـد. ه محاسـبه )پاسخ-نمودار دز

، VmaxوKmنتیکییپارامترهاي س ـرادیمقمهار وسازوکار

1(اسوبسترهاي مختلف غلظتحضور نزیمی در فعالیت آ

هااز مهارکنندهیک هرغلظت ثابت میکرومولار) و100تا

لیسیهاي میکائنمودارآن،تبعیت ازکه به شدگیرياندازه

همچنــین بــرايد. شــم رســبــرك-منــتن و لاینویــور-

یـک هرحضوردر)،Ki(مهاريثابتمقدارآوردندستهب

رسـم )]I[برابـر درkm/ 1(هنمودار ثانویها،مهارکنندهاز

بـودن مهـار،  کامـل یـا جزئـی تعیـین براينهایتدرشد.

.دشمیرست،)[I]برابردرV/1(دیکسوننمودار

نتایج-3

یــک ازهــرمختلـف هــايغلظـت درپراکســیدازفعالیـت 

آمـده،  دسـت هنتـایج ب ـ اسـاس . برشدسنجش هامهارکننده

پراکســیداز در حضــور آنــزیمفعالیــتمشــاهده شــد کــه

چشمگیريطوربهتئوبرومینوکافئینمختلفهايغلظت

یـک  با افزایش غلظت هراست. همچنینپیدا کردهکاهش

ــزیم ، ترکیــباز ایــن دو کــاهش بیشــتري در فعالیــت آن

).1شکل( ه استمشاهده شد

درجه 25مولار کافئین درمیلی1/0- 2هاي مولار تئوبرومین و غلظتمیلی15/0-2هاي فعالیت پراکسیداز در حضور غلظت1شکل 

pH=7.2مولار و 2/0مولار، بافرمیلی5/2پیرینآمینوآنتی-4مولار،میلی7/1مولار، هیدروژن پراکسید17/0سانتیگراد، فنل

Km،Vmaxسینتیکیپارامترهايتعیین3-1

با،)3و2هايشکل(برك-لاینویورنمودارهاياساسبر

Yر محـو بـا تقـاطع مهارکننـده، محـل  غلظـت شدنزیاد

)Vmax/1(محــوروX)Km/-1(،شــیبامــامتغیــر بــوده

سـینتیکی پارامترهايرو، ایناز.استثابتهموارهنمودار

KmوVmax ،دربـرك -لاینویـور هاي نموداربهتوجهبا

ومحاسـبه هـا مهارکننـده ازیکهرحضورعدموحضور

وKmمقـادیر کـه دش ـمشاهدهشدهبراساس نتایج کسب
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Vmaxکننـد پیـدا مـی  کـاهش مهارکنندهغلظتافزایشبا.

1جدولدرسینتیکیبراي پارامترهايآمدهدستهبمقادیر

Kmدرستی مقادیر ودقت. مقایسه شده استهم و باذکر

ولـف -هـانس نمودارترسیمراهاز شده،محاسبهVmaxو

ــوردر ــدم وحض ــورع ــتحض ــرIC50غلظ ــکه ازی

دوبراي هـر Vmax وKm و مقادیرشد تعیینهامهارکننده

مقادیرکهشدمشاهدهنهایتدر. تخمین زده شدمهارکننده 

KmوVmaxو ولــف-هــانسطریــقازآمــدهدســتهبــ

رایکدیگردقیقطور بهمعادل هم بوده و، برك-ینویورلا

را نشـان آزمـایش دقـت بـودن بـالا این امر. کنندیید میتأ

نتیکی یهـاي س ـ ولـف و ثابـت  -نمـودار هـانس  . ددهمی

اســاسبــرذکرنشـده اســت. مقالــهایــنآن درحاصـل از 

بـراي ك بر-دانیم نمودار لاینویورین ما میاطلاعات پیش

برايباشد. بنابراینصورت خطی میکامل بهوجزئیمهار

بهتــرینازیکـی ونیسـت مناسـب نـوع مهـار  تشـخیص 

نمــودار کامــل،مهــارازجزئــیمهــارتشــخیصهــايراه

حضور درنمودار دیکسون ،روایناز.]28[استدیکسون

م شــدیرســتکــافئینتئـوبرومین و  مختلــفهــايغلظـت 

).5و4هاي شکل(

حضور و عدم حضوربرك در-نمودار لاینویور2شکل

درجه 25درتئوبرومین مولار لیمی4/0-8/0هاي غلظت

-4مولار،میلی7/1پراکسیدهیدروژنمولار،17/0سانتیگراد، فنل

pH=7.2مولار و 2/0بافرمولار،میلی5/2پیرینآمینوآنتی

حضور و عدم حضوربرك در-نمودار لاینویور3شکل

درجه 25درکافئینمولار میلی4/0-9/0هاي غلظت

مولار،میلی7/1پراکسیدهیدروژنمولار،17/0سانتیگراد، فنل

pH=7.2مولار و 2/0بافرمولار،میلی5/2پیرینینوآنتیآم-4

وکافئینهاي مختلف غلظتحضوردرلاینویوربركآمده از نموداردستهبVmaxوKmمقادیرمقایسه1جدول

تئوبرومین

9/0 75/0 65/0 6/0 55/0 4/0 0 (mM)کافئین

005/0 0055/0 006/0 007/0 008/0 010/0 013/0 Km (mM)

239/12 908/13 155/16 726/18 964/20 188/25 948/31 Vmax
(μmol/min)

8/0 7/0 55/0 5/0 45/0 4/0 0 (mM)تئوبرومین

0045/0 005/0 006/0 0065/0 008/0 009/0 013/0 Km (mM)

299/11 303/12 083/15 313/16 202/20 321/22 948/31 Vmax
(μmol/min)
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مهارکننده در حضور و عدم حضوردیکسوننمودار4شکل

هیدروژنمولار،17/0درجه سانتیگراد، فنل25درتئوبرومین

مولار،میلی5/2پیرینآمینوآنتی-4مولار،میلی7/1پراکسید

pH=7.2مولار و 2/0بافر

ر حضور و عدم حضور مهارکننده کافئین دیکسون دنمودار5شکل

7/1پراکسیدهیدروژنلار،مو17/0درجه سانتیگراد، فنل25در

مولار و 2/0بافرمولار،میلی5/2پیرینآمینوآنتی- 4مولار،میلی

pH=7.2

IC50وKiمقادیرتعیین3-2

نمودار اثـر  به با توجه کنندهبراي هر دو مهارIC50مقادیر

تعیـین ) 6شـکل  (پاسـخ  -ردرنموداو) 1شکل (مهاري

تئـوبرومین ولار و بـراي  م ـمیلی60/0که براي کافئین شد

براي )Ki(ثابت مهاريهمچنینباشد. مولار میمیلی50/0

) 7شـکل  (ثانویـه نمـودار رويزهـا ا یک از مهارکنندههر

ترتیـب  بـه برومینتئووکافئینبرايKiمقدارو تعیین شد

)Ki(مهـاري  ثابت. دست آمده بمولارمیلی03/0و08/0

د. باش ـمـی مهارکننـده بـه یمآنـز تمایـل میزاندهندهنشان

اي کمتر باشد، تمایل آن براي مهارکنندهبنابراین اگر مقدار

بـا قـدرت   مهارکننده براي اتصال به آنزیم بیشـتر بـوده و   

IC50وKiمقـادیر .]29[شودبیشتري به آنزیم متصل می

.شده استذکر2کننده در جدولمهاریک از دوبراي هر

درتئوبرومینوکافئیندر حضور مهارکننده ی ثانویهمنحن7شکل

7/1پراکسیدهیدروژنمولار،17/0درجه سانتیگراد، فنل25

مولار و 2/0بافرمولار،میلی5/2پیرینیآنتآمینو- 4مولار،میلی

pH=7.2

آنزیم پراکسیداز در حضور پاسخ-منحنی دز6شکل

درجه سانتیگراد، 25درو تئوبرومینکافئین هاي مختلف غلظت

آمینو-4مولار،میلی7/1پراکسیدهیدروژنمولار،17/0فنل

pH=7.2مولار و 2/0بافرمولار،میلی5/2پیرینآنتی
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وبرومینئو تکافئینKiو IC50مقادیر مقایسه 2جدول

مهارکننده ساختار شیمیایی
IC50
(mM

)
Ki (mM)

کافئین 60/0 08/0

تئوبرومین 50/0 03/0

بحث-4

عنـوان  ار کـه بـه  هـاي گـازد  امروزه قهوه، چـاي و نوشـابه  

، شونداستفاده میافراد وسیله به، روزانه هاي رایجنوشیدنی

ــ ــالاییح ــادیر ب ــتقاتازاوي مق ــمش ــهیگزانتین از جمل

هــان ترکیــبایــهســتند. همچنــینکــافئینوتئــوبرومین

یـا سـودمند  هـاي اثرهستندقادر یمصرفغلظتاساس بر

هـا  از جملـه آنـزیم  هاي مختلف بدن بر قسمترامخربی

.]11[داشته باشند

آمـده دسـت هتوجـه بـه نتـایج بـ    بـا حاضرمطالعهدر 

آنـزیم بـر  مهـاري اثر کافئین و تئوبرومینکهمشاهده شد 

دهنـد. میکاهشچشمگیريطوربهراآنفعالیت وداشته

کـه  دو ترکیـب براي هرVmaxو Kmپارامترهاي سینتیکی

دست آمده ه ) ب3و2هاي (شکلبرك-لاینویوراز نمودار

کاهشی داشته روندي شدن غلظت مهارکننده با زیاداست،

از پیـروي دو مهارکننده بـا که هردهنده این استنشانو

فعالیـت آنـزیم را کـاهش    ،مهـاري نارقـابتی  الگـوي یک 

بـه مـذکور فقـط  هـاي ترکیـب ازیـک هـر زیرا، دهندمی

ــیآمینــو-4-پراکســیدازکمــپلکس ــزیم(پیــرینآنت -آن

فعـال جایگـاه ازمتفـاوت جایگـاهی بـه  یعنی، )سوبسترا

یـک هرحضوردرنتیجهدر. کنندپیدا میاتصال پراکسیداز

پیرینآنتیآمینو-4سوبسترايگزانتینی،هايترکیبایناز

ساختارپراکسیداز،بهاتصالازبعداین قابلیت را دارد که

نظـر بـراي   مـورد جایگـاه تادهدتغییرايگونهبهراآنزیم

،ترتیباینهب. دهدقرارآندسترسدررا مهارکنندهاتصال

پیـدا  افزایشیا کافئینتئوبرومینبهپراکسیدازترکیبیمیل

یـک درنهایـت . کنـد پیـدا مـی  کـاهش Kmمقداروکرده

-4پراکسـیداز، شاملحاصلبیومردهتاییسهکمپلکس

وگرفتـه شکلموردنظرگزانتینیترکیبوینپیرآمینوآنتی

مقـدار کـاهش امـر ایـن کـه شود میمهارآنزیمیواکنش

Vmaxکندرا توجیه می.

نمـودار  راهازهدشمحاسبهIC50وKiمقادیراساسبر

مشـاهده  )7شـکل  (و نمودار ثانویه )6شکل پاسخ (-دز

Ki وIC50 مقـادیر کـافئین بـه نسـبت وبرومینئتشد که 

مهـاري ثابـت تعریـف بـه توجهطرفی با. ازداردتري کم

)Ki(،  بـه آنـزیم تمایـل میـزان دهنـده  نشـان ایـن پـارامتر

اتصـال قدرتباهموارهآنعدديمقداروبودهمهارکننده

ــده ــهمهارکنن ــزیمب ــاطیآن . ]31؛ 30[داردمعکــوسارتب

باشد و میمهارکنندهمهاريقدرتنشانگر،IC50همچنین

فعالیـت غلظـت، آندرکـه مهارکننـده ازغلظتیعنوانهب

تعریـف اسـت، پیـدا کـرده  کـاهش نصفاندازهبهآنزیم

کیـب، کمتـر   یـک تر IC50قـدر مقـدار   ه چهرکهشودمی

بنـابراین . ]30[گویاي قدرت مهاري بیشتر آن است، باشد

داشـتن دلیـل بهتئوبرومینکهکرداستنباطچنینتوانمی

اتصـال تمایـل کـافئین، بهنسبتIC50و Kiرکمتمقادیر

نهایـت قـدرت   و درسوبسـترا -آنزیمکمپلکسبهبیشتر

.داردمهار بالاتري 

توجـه بـا ،تئوبرومینمهاري بیشترقدرتبراي توجیه

پیشنهادچنینتوانمیهامهارکنندهاینشیمیاییساختاربه

سـه بـا   مقایبرومین دربودن قدرت مهاري تئوبیشترداد که 

وN1 ،N3هـاي  هـاي حجـیم درجایگـاه   به گـروه کافئین
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N7هاياتم، زیراباشدمیمرتبطN3 وN7هـا یـک   پورین

م و آنـزی وسیلهبهتشخیص مهارکننده براينقش ضروري

آشکارلکامطور بهاین وجود. با دارندتمایل اتصال به آن 

7و3هاي انتین در موقعیتگزشدنهمتیلکه و واضح است

هـاي اتماز طرفی.]16[استضروريلازم و ،براي مهار

C6 ،N7 وC8 بـراي شناسـایی   طـور ِویـژه   بـه باز پورینی

بـا آنـزیم   شـدیدي کنشمیانوهستندآنزیم مهموسیلهبه

اهمیـت دهنـده  نشـان به نوبـه خـود  موضوعاینکهدارند

در مـورد کـافئین نیـز    .]32[باشدها میپورینN7جایگاه

ترکیـب بـا سـه گـروه متیـل در      شود که ایـن  پیشنهاد می

بـودن  بـه دلیـل بیشـتر   ، احتمالاN7ًوN1 ، N3هاي موقعیت

عنـوان یـک مهارکننـده    ها و ممانعت فضایی بهتعداد گروه

توان تفاوت در قـدرت  رو میایناز.کندتر عمل میضعیف

مهار را به ساختار کلی هر مهارکننده نسبت داد.

ازمهـار نـوع تعیـین بـراي در ایـن مطالعـه   طرفی،از

.دشاستفادهکارآمدبسیارروشیعنوانبهدیکسوننمودار

دیکسـون نمودارشد،بیانترپیشکهتوضیحاتیبراساس

تبعیتخطیالگويزا، باشدکاملمهارکهزمانیدرفقط

هـذلولی صـورت بهمهاربودنجزئیصورتدروکندمی

به دلیل شدهکسبنتایجبراساسبنابراین، .]33؛ 29[است

ــی ــخط ــودارب ــونودن نم ــوردردیکس ــرحض ــک ازه ی

شود.میتأییدبودن نوع مهار کاملها،مهارکننده

گروهیهايیافتهباپژوهش،اینازآمدهدستهبنتایج

ــگراناز ــهپژوهش ــأک ــر ت ــافئین را ب ــزیمثیر ک ــاي آن ه

، شـباهت دارد. کردنـد اکسیدانی کبد مـوش، بررسـی   آنتی

مهاريکافئین اثري،انپژوهشگراین هايهمشاهدبراساس

ها و فعالیت آندارد آنزیم کاتالاز و سوپراکسیددیسموتاز بر

در مطالعـه  .]34[دهـد کـاهش مـی  چشمگیريبه طور را 

وتئـوبرومین کـافئین،  ی مثل هایگزانتینیلتأثیر متدیگري، 

، کبـد و  شـش، قلـب  بر فعالیت گزانتین اکسیداز تئوفیلین

یـک از  هـر دهدمینشانکهاستشدهبررسیموششیر 

مهـاري اثراکسیدازگزانتینآنزیمفعالیتبرهااین ترکیب

نـوع ازمهارکننـده سـه هـر بـراي مهارسازوکاروداشته

ایـن Kiمقـادیر بـه توجـه بـا بـراین، هعلاو. استرقابتی

ازراآنـزیم بـه اتصالقدرتبیشترینتئوفیلین،هاترکیب

دومجایگـاه درتئـوبرومین کهدرحالیدهد،مینشانخود

کـافئین بـه مربوطنیزاتصالقدرتکمترینوگرفتهقرار

.]35[است

این زمینه انجام شـده  از مطالعات مشابه دیگري که در

 ـئیـد اثرآلکالواست، بررسـی  ی چـون کـافئین،  هاي گزانتین

ین بـر فعالیـت آلکـالین فسـفاتاز     فیل ـتئوفیلین و پنتوکسـی 

دهـد نشان میآزمایششده از این باشد و نتایج حاصلمی

بر فعالیت آنزیم، اثري کاهشی داشته هااین ترکیبهمه که

مشـاهده شـد کـه    کننـد و طور نارقابتی مهار میآن را بهو

در.]36[داردثر کاهشی بیشتري نسبت به بقیـه  تئوفیلین ا

ازيهـاي ترانسـفراز  ثیر کافئین بر آنزیمتأدیگر،پژوهشی

در این کهشده استبررسیGOTوGPT،GGTجمله 

هـاي  آنزیماینکه برايدووجباکافئین شدمشاهده مطالعه

GOTوGPTو فعالیـت  کندمیکننده عمل عنوان فعالبه

ســازوکاررا بــا GGTدهــد، آنــزیم یافــزایش مــرا آنهــا 

پژوهشـگران  ،2019در سال .]37[کندغیررقابتی مهار می

هـاي  گـزانتین متیـل وتئـوبرومین مهـاري اثرايمطالعهدر 

براسـاس .کردنـد بررسـی اولیـه اکسیدازآمینبررامرتبط

 ــ ــایج ب ــتهنت ــده،دس ــازوکارآم ــاريس ــرايمه ــهب هم

تشـخیص داده شـد و  غیررقـابتی  هـا از نـوع  گزانتینمتیل

نسبت بـه تئوبرومینبرايKiمقدارتوجهبودن قابلکمتر

آنقدرت مهاري بیشتر اثباتی براي،هاي دیگرگزانتینمتیل

بـر کـافئین ثیرتـأ ،پژوهشـی طـی درهمچنـین . ]16[بود

مشـاهده آزمـایش ایـن دروشدبررسیکسیدازامونوآمین

کـاهش رقـابتی الگـویی باراآنزیمفعالیتکافئینکه شد

.]38[کندمیمهاررا آنوداده

گیرينتیجه-5

نظـر هآمده ب ـدستهبنتایجبهتوجهبا،حاضرپژوهشدر

وکـافئین  مثـل  انتیتـی هـاي گز محركمصرفکهرسدمی
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توانـد مـی نرمـال حـد ازبـالاتر هايغلظتدرتئوبرومین

پراکسـیداز از جملهضروريهايآنزیمازبسیاريفعالیت

اختلال در عملکرد آنزیم مهـم و  ، براینعلاوه.را مهار کند

دفــاعی  ســازوکارممکــن اســت پراکســیدازحیــاتی

یط مناسـب  شـرا ثیر قـرارداده و اکسیدانی را تحت تـأ آنتی

واکسـیداتیو اسـترس چـون هـایی ناهنجـاري بـروز براي

مقادیربهتوجهبادرنتیجه،. کندرا فراهمسرطاننهایتدر

IC50وKiچنین،هامهارکنندهازیکهربرايآمدهدستهب

بـه کـافئین بامقایسهدرتئوبرومینکهشودمیگیري نتیجه

تمـالاً اثـر منفـی    ، احKiوIC50کمتـر مقادیرداشتندلیل

تئـوبرومین بنـابراین، .داردپراکسـیداز  عملکردبربیشتري 

بـوده و فعالیـت   تـري قـوي مهارکننـده کـافئین بـه نسبت

دهد.قرار میثیرپراکسیداز را به مقدار بیشتري تحت تأ
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Abstract
Reactive oxygen species (ROS) at low concentrations effectively regulates
intracellular pathways such as gene expression. Whereas their high
concentrations are involved in the pathogenesis of many diseases by causing
oxidative stress and damaging vital macromolecules .Each cell is equipped
with an antioxidant defense system to neutralize high levels of ROS.
Peroxidase, as an essential antioxidant enzyme, catalyzes the oxidation of
various substrates using hydrogen peroxide which is a reactive oxygen
species. Since, the caffeine and theobromine are widely consumed daily in
the world, and their concentrations affect the activity of many enzymes.
Therefore, in the present study, the inhibitory effect of these
methylxanthines on peroxidase activity has been examined. The peroxidase
activity is measured by a spectrophotometer at 510 nm for 3 minutes with
following absorption due to the oxidation of 4-aminoantipyrine in the
presence and absence of caffeine and theobromine. In this study, it was
observed that both compounds had an inhibitory effect on peroxidase
activity. The values of IC50 for theobromine and caffeine were obtained as
0.5 and 0.6 mmol, respectively. Moreover, the values of Km and Vmax
showed that both inhibitors acted by an un-competitive mechanism of
inhibition. Also, Ki values for theobromine and caffeine were calculated 0.03
and 0.08 mM, respectively. The values of Ki and IC50 for theobromine was
lower than those of caffeine indicating that theobromine has a higher
inhibition strength and binding affinity to the enzyme-substrate complex.
Therefore, it can be concluded that theobromine has a stronger inhibitory
effect on peroxidase activity.
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