
 

 

فعالیت آنزیم   سینتیک سیگموئیدی بازدارندگی كافئین چای ایرانی بر مکانیسم اثر

 ع آدنوزین دآمیناز 

 1، زهره زهرایی3*زهرا موسوی نژادسیده ،  2، مجید قاسمی1* رویا مهین پور 

 1/9/1395:  افتیدر خیتار

 10/1397/ 4: رشیپذ خیتار
 چکیده 

در پژوهش حاعر،  .( استAdenosine Deaminase, ADA) دآمینازآنزی  آدنوزین از لیگاندهای مه كافئین یکی

درجه سانتیگراد در حضور  37دمای  و pH   3/7  میلی مولار  Tris-HCl  50دآمیناز در شرایط بافری تغییرات فعالیت آنزی  آدنوزین

های مختلف مجاورت با میکرومولار( و در زمان 50)صفر تا های فزاینده سوبسترای آدنوزین عدم حضور كافئین و در رلظت و

آمده، شکل سیگموئیدی آنها تفاوت چشمگیری با دستهای اشیار بهتوجه به تجزیه و تحلیل منحنی گیری شد. باكافئین اندازه

را می توان به اختد  در   گزارش می شود. این تفاوت هك  و اولین بار است دهدمنحنی های اشیار گزارش های پیشین نشان می

بر پایه شکل سیگموئیدی منحنی اشیار، مکانیس  اثر كافئین قابل گستره رلظتی سوبسترا و زمان مجاورت با كافئین نسیت داد.  

 است و مان مجاورت آنهاهای این پژوهش اثر كافئین بر فعالیت آدنوزین دآمیناز تابعی از زهمچنین بر اساس یافتهتوجیه است. 

دآمیناز های مربو  به آدنوزینرسد. این نکته در تفسیر نتایج حاصل ازبررسیساعت مجاورت آنزی  و كافئین به ثیات می 6از  پس

 بود. خواهد ارزشمند و لیگاندهایش

 بازدارندگی.مکانیسم  ،  آدنوزین دآمیناز، سینتیک سیگموئیدی، كافئین: واژه های كلیدی

 مقدمه

ناپذیر ( آنزیمی است كه از طریق كاتالیز واكنش دآمیناسیون برگشتAdenosine Deaminase, ADA)  دآمیناز آدنوزین

. (Hirchhorn & Ratech, 1980)ها نقش دارد درمتابولیس  پورین آدنوزین به اینوزین یا داكسی اینوزینآدنوزین یا داكسی 

  1984توالی ژن آن در سال آمینواسید دارد و  311ای پلی پستیدی با آدنوزین دآمیناز به عنوان یك گلیکوپروتئین، زنجیره

شکل مولکولی از این آنزی  را نشان   سه. فعالیت آدنوزین دآمیناز سرم انسانی وجود  (Doddona et al., 1984) مشخش شده است

كه از  g/mol 280000مولکولی  (، یك شکل تترامر با وزنADA) g/mol  35000ییك شکل منومر با وزن مولکول :می دهد
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1تركیب دو منومر )
ADA  و یك گلیکوپروتئین دایمر به نام پروتئین اتصالی تشکیل شده است و شکل سوم آن )g/mol  100000  

(2
ADAوزن دارد ) (Doddona & Kelley, 1979)  این اشکال مختلف از لحاظ خصوصیات سینتیکی و ایمونولوژیکی با ه .

.(Edwards  et al., 1971) متفاوت هستند

این اشکال با نام های شکل كوچك و بزرگ نیز یاد می شود. به عنوان مثال برخی از محققین شکل در مقاله های مختلف از 

دانند كه از نظر سینتیکی فعال است و شکل بزرگ آن را كمسلکسی از شکل كوچك كیلودالتونی می  38تا    36كوچك آن را فرم  

. این پروتئین (Doddona & Kelley, 1979)شود متصل می گیرند كه به طور ریرآنزیمی به آنزی و یك نور پروتئین در نظر می

نقش پروتئین اتصالی، تنظی  تصفیه  .(Bota et al., 2000) قابل جداسازی است اتصالی از طریق كروماتوگرافی میل تركییی،

را به  ADAالیآدنوزین دآمیناز از سرم و كمك به اتصال آنزی  به سطگ خارجی رشا سلول است. عدوه بر این پروتئین اتص

همچنین فرم بزرگ نسیت به فرم كوچك آن در برابر حرارت پایداری بیشتری دارد كه دلیلی  .كندپایدارتر می  in vivoصورت

. آدنوزین به عنوان سوبسترای (Daddona et al., 1980)بر افزایش پایداری حرارتی آنزی  بر اثر پیوند به پروتئین اتصالی است 

و بازهای نوكلئیك اسید  در فرآیندهای كلیدی مثل سنتز ها است كه سلول آدنوزین دآمیناز متابولیت قابل جیران در همه

 .(;Latini et al., 1999 Boroweic et al., 2006) پورین، متابولیس  آمینواسیدها و هموستاز متابولیس  سلولی نقش دارد

شیمیایی برای تجزیه با توجه به اهمیت آدنوزین دآمیناز در فرآیندهای زیستی مانند كاتابولیس  پورین )یك فرآیند 

، نقش در  (Herrera et al., 2001) ، و تقویت سیست  ایمنیTتکثیر سلول های  ،(in vivo( )Mills et al., 1976 صورتمواد به

 ، (Antonioli et al., 2007) های دیگر مثل بیماری التهابی روده)از طریق سوبسترای آن، آدنوزین( و برخی از اختدل رفع التهاب

های ها در شرایط پاتولوژیکی مختلف و برخی از بیماریاین آنزی  بسیار مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته است. نقش این آنزی 

های مختلف مثل . عدوه براین، آزمایش(;Antonioli et al., 2007 Meier et al., 1976) خطرناک مورد مطالعه قرار گرفته است

 Singh)  هاها و بافتساختار در موجوداتی مثل موش و باكتری و همچنین فعالیت آن در اندام  لیت وسازی و نیز تعیین فعاخالش

& Sharma, 2000 Pornbanluaalap & Chalopagorn, 2011; Kathiresan et al., 2013; Peters et al., 1982;) اثر لیگاندهای ،

های زیادی نیز ها انجام شده است. گزارشها و نمكداروهای پورینی، سورفاكتانتمتفاوت مانند كافئین، آسسیرین، دیکلوفناک، 

-Ataei et al., 2005  Saboury et al., 2002;  Ataei et al., 2000;  Moosavi)  بر روی فعالیت آدنوزین دآمیناز و مهار آن وجود دارد

Movahedi et al., 1993; Ajloo et al.,2007; Alunni et al.,2008; Saboury et al., 2003;). 

تری متیل زانتین( یك آلکالویید پورینی است و منابع اصلی آن  7،3،1یکی از لیگاندهای آدنوزین دآمیناز، كافئین )

 ,.Wang et al., 2011 Senol & Aydin, 2006; Icen & Guru, 2009; Tello et al) های كاكائو استشامل چای، قهوه و دانه

 ، فشار خون (Phillips et al., 1981) ها مثل چربی زیادتواند در درمان انوار بیماریعدوه بر مزایای رذایی، كافئین می. (;2011

(Nurminen et al., 1999)های قلیی، بیماری (Katan & Schouten, 2005)سرطان و ایدز ، (Dreher, 2003 Nunnari et al., 
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توان آن را برای درمان سردرد شود و بنابراین میفئین باعث تنگ شدن عروق خونی مغز میاین، كا موثر باشد. عدوه بر (;2005

 آلودگی مفید است  . این ماده همچنین برای رفع خستگی و خواب(Schwindinger et al., 2010) عروقی مورد استفاده قرار داد

(Pelligrino et al., 2010)كنش دارد كه نقش اصلی را زیستی مثل آدنوزین دآمیناز بره های . در بدن كافئین با انوار مولکول

 ,.Ataei et al., 2005  Saboury et al., 2002;  Ataei et al., 2000;  Moosavi-Movahedi et al)كند  در متابولیس  پورین ایفا می

1993; Ajloo et al.,2007; Alunni; et al.,2008 Saboury et al., 2003;) .ن مهاركننده چنین فرآیندی مورد كافئین به عنوا

ها فعالیت . نکته مه  این است كه در همه این گزارش(;Saboury et al., 2002 Saboury et al., 2003) گیردبررسی قرار می

ADA واقع  میکرومولار( اندازه گیری شده است كه در شرایط طییعی وجود ندارد. در 100های بسیار زیاد آدنوزین )تا در رلظت

 30ها میکرومولار و در حالت بیماری 1-01/0رلظت آدنوزین در بدن بسیار كمتر از این مقدار )در حالت سدمت در گستره 

 . (Latini et al., 1999) است (میکرومولار

، برای اولین بار سیگموئیدی بودن منحنی اشیار در بررسی پیش رو، عمن رعایت محدوده طییعی رلظت آدنوزین

با كمك تحلیل های تئوری مربو  به  بر همین اساس و و  آدنوزین دآمیناز در این محدوده رلظتی آدنوزین گزارش شده است

سینتیك آنزیمی، مکانیسمی پیشنهاد شده است كه كافئین )استخراج شده از چای ایرانی( از آن طریق باعث بازدارندگی فعالیت 

همچنین تابعیت اثر بازدارندگی كافئین با زمان اثیات شده كه در انطیاق نتایج مقاله حاعر با گزارش  شود.آدنوزین دآمیناز می

 پیشین ما بسیار مفید است.

 هامواد و روش 

 هامواد و دستگاه

هر دو از  Tris-HCl)سوبسترا( و  نیشد. آدنوز هی( ته product no.1010210500)Roche روده گاو از  نازیدآم نیآدنوز

با استفاده از روش اسسکتروفتومتر     یآنز  تیشدند. فعال  یداریخر  Merckكلرومتان ازشركت  یو د  دیكلرا   یو كلس  Sigmaشركت  

UV-Vis. Shimadzu-UV1800)كی( مورد سنجش قرار گرفت. حمام اولتراسون (230/240V Hz Italy Soltec  و رفراكتومتر )

(DR201-95, Germanyن )قرارگرفتند استفاده مورد شیآزما نجاما یبرا  زی. 

 سازی كافئین از چای ایرانیستخراج و خالصا

 ق ی(. رسوب حاصل از طرMason, 1990) شد انجام فراصوت امواج روش اساس بر یرانیا یچا از  نیكافئ یسازاستخراج و خالش

 .آمد دست به درنگیسف جامد صورت به محصول و شد خالش اتانل در مجدد تیلور
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 ر ی به مشخصات ز NMR فی ( و ط33/1) یانکسار سی(، اندC 238) نوب نقطه یری گاندازه اساس بر محصول تیفیك

 شد: دییتا

(400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 3.991 (s, 3 H), 3.58 (s, 3 H), 3.403 (s, 3 H( , 7.512 (s). 

 سنجش فعالیت آنزیمی آدنوزین دآمیناز

 لیاز تید یناش nm 265 موج درطول جذب كاهش سنجش قی( از طرUnit 3-19.5×10) نازیدآم نیآدنوز تیفعال

 ب یبا احتساب عرو  C 37 ی( در دماpH 3/7) میلی مولار Tris-HCl 50 در بافر نینوزیبه ا  (میکرو مولار 8/50) نیآدنوز

عیارت است از  نازیدآم نیآدنوز  یآنز تیواحد فعال كی(.  2004al etAtaei ,.) شد یریگاندازه   cm1-8400 M-1برابر با  یخاموش

 تیدل كند. نینوزیبه ا pH 3/7 و C 37 یدر دما قهیدق كیرا در مدت  نیآدنوز کرومولیم كیكه بتواند  یمیمقدار آنز

 اشباع آنزیم آدنوزین دآمینازرسم منحنی 

با افزودن  یمیواكنش آنز C37  یدر دما Tris-HCl( در بافر µM 50.8-0مختلف سوبسترا ) یهارلظت هیپس از ته

U 3-19.5×10 یآنز  ADA شرور و سرعت كاهش جذب در طول موج nm 265 دست آمده به عنوان به یهاثیت شد. سرعت

شدند  هیمانند قیل ته قایسوبسترا دق یهامحلول ن،یاشیار در حضور كافئ یرس  منحن یاز رلظت سوبسترا رس  شد. برا یتابع

شرور   یآنز مقدار همان افزودن با ن،یشیپ  روال طیق واكنش. بودند نیكافئ µM10مقدار ثابت  یحاو یتفاوت كه همگ نیبا ا

 به كینزد و شگاهیآزما اتیتجرب براساس یهمگ نیكافئ و نیآدنوز  ،یآنز یهارلظت. شد تکرار قیل مانند اتیعمل هیشد و بق

 .شدند  یتنظ كیولوژیزیف طیشرا

 اندازه گیری پارامترهای سینتیکی

به صورت طول از میدا )محل قطع محور   1/2S  ( از شیب نمودارهای خطی هیل و مقادیرHill coefficientsعرایب هیل )

 ایکس درمنحنی های هیل( اندازه گیری شد.

 ADAبررسی سینتیکی فعالیت  

ساعت در  24مولار، به مدت  کرویم 10 نیو به همراه كافئ نیدر دو حالت بدون كافئ یمیاز محلول آنز یادیحج  ز

به اندازه  یحجم ،مختلف یدر فواصل زمان .قرار داده شد pH 3/7 و مولار یلیم Tris-HCl 50در بافر  گرادیدرجه سانت 4 یدما

  یآنز تیفعال ،ییتعادل دما یبه منظور برقرار، C  37یقرار گرفتن در دما قهیبرداشته شد و پس از دو دق یمیسنجش آنز كی
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است  maxV هیمولار كه مربو  به ناح کرویم 8/50 ییبه رلظت نها نیآدنوز یبا افزودن سوبسترا  ت،یمطابق روش سنجش فعال

 شد. یریاندازه گ

  های آماریروش

، رس  P-valueمیانگین دست ك  سه بار تکرار آزمایش هستند. میانگین انحرا  معیار،  ،مقادیر آزمایشگاهی یهمه

 انجام شد. Excelها و بدست آوردن معادلات خط، همگی با استفاده از نرم افزار منحنی

 و بحث  نتایج 

 Saboury et al., 2003 Mazzotti et al., 2011; Mahinpour) است نیكافئ،نازیدآم نیآدنوز  یآنز تیمواد موثر بر فعال از یکی

et al., 2016;دارد  یادیها( مصار  زمسکن  انوار)در    ییدارو  ایمشابه(    یهایدنیقهوه و نوش  ،ی)در چا  یبصورت خوراك  نی(. كافئ .

  یآنز  تیفعال  بر  آن  اثر  واسطه  به  نیكافئ  ریتاث  نیما است. ا  ی، جزء تجارب فرداشخاص  خواب  بر  آن  ریتاث  و  نیكافئ  مصر   رابطه

 نیآدنوز  یآنز سازنده ژن در كه یکیژنت یكه گوناگون(. نشان داده شده است Mazzotti et al., 2011است ) نازیدآم نیآدنوز

(. Mazzotti et al., 2012گردد ) یها مدر روند خواب آن نیمختلف وجود دارد موجب تفاوت اثر مصر  كافئ اشخاص نازیدآم

كه  ی(. در مطالعاتRetey et al., 2005شود )یم بدن در نازی دآم نیآدنوز تیمقدار فعال شیباعث افزا نیمصر  كافئ ،یبطور كل

 شیافزا نیكافئ با ماریر اثر تد طحال و موسیت نازیدآم نیآدنوز تیمقدار فعال ،( انجام شده استRat) ییصحرا یموشها یبر رو

 تیفعال یهااز بازدارنده یکی نیكه كافئ هاعدم شد یكامد متفاوت یهادر گزارش گرید ی(. از سوPeters et al., 1982) ابدییم

به علت اتصال مولکول  یبازدارندگ نیكه ا (;Saboury et al., 2003 Mahinpour et al., 2016است ) نازیدآم نیآدنوز یمیآنز

واكنش    ،یآنز  نیا  شتریب  دیرسد تولی(. به نظر مSaboury et al., 2003دهد )یم  رخ  نازیدآم  نیآدنوز   یآنز  یهامولکول  به  نیكافئ

 .است نیكافئ یبازدارندگ اثر از یناش تیجیران كاهش فعال یبدن برا یعیطی

 كندای در حضور كافئین تغییر مینشان داده شد كه منحنی اشیار آنزی  آدنوزین دآمیناز بطور پیچیده ،پیش از این

(Mahinpour et al., 2016) مدت كافئین در بدن تحت شرایط  سازی حضور درازبر نور آزمایش و برای شییه گزارش بنا آن. در

های اشیار دو فازی بود. ساعت در حضور كافئین انکوبه شد. نتیجه آن وجود منحنی  24زی  آدنوزین دآمیناز به مدت بالینی، آن

شکل سیگموییدی است. این شکل سیگوییدی در حضور دارای اما منحنی اشیار آنزی  آدنوزین دآمیناز بدون انکوباسیون دمایی 

كاهش  ،د اما در همین حالوشمی(. اگر چه این رفتار در حضور كافئین تکرار 1شود )شکل میکرو مولار( تکرار می 10كافئین )

با افزایش رلظت سوبسترا )به سمت راست منحنی( حالت افزایشی  ،د. این كاهش سرعتوشمیشدیدی در فعالیت آنزی  ایجاد 
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  ( به P<0.01داری )طور معنیر آدنوزین بهمیکرومولا 50در رلظت حدود  )maxVفعالیت حداكثر آنزی  ) ،به طوری كه ؛دارد

است )اثر بازدارندگی(. درصد كاهش یافته 96/31قدارم

  

 

 

 

 

 

 

 

توپر( و به همراه   رهی )دا ن یبدون كافئ  C  37  یو دما Tris-HCl،  3 /7  pH  بافر  در نازیدآم ن یاشباع آدنوز  یمنحن :1شکل

استفاده    ،تازه یمیو از محلول آنز( U) 3-19.5×10 کسانی ،ها سنجش ی در همه می (. مقدار آنزیتوخال رهی )دا mM10  نیكافئ

 ( ADA: Adenosine deaminase)انجام نشده است.  ن یو كافئ  می آنز نیب  یونیانکوباس چی ه ،شی مجموعه آزما ن یشده است. در ا

این شکل ریر  .(2دهد )شکل پایین نشان میبرک در هر دو شرایطِ با و بدون كافئین انحنای رو به -نمودار لاینویور

 Bardsley et al., 1980)  ید شکل سیگموئیدی منحنی اشیار  استؤخطی و انحنای رو به پایین آن، شاخش رفتار آلوستریك و م

Solano-Munoz et al., 1981;) . 

 

 

 

                                                                 

 (. یتوخال رهی)دا  10mM ن یتوپر( و به همراه كافئ رهی)دا نیبدون كافئ نازیدآم ن یبرک آدنوز- ور ینویلا ی: منحن2شکل 

شد. انحنایِ به سمت (  رس  3هافستی )شکل -در تایید این برداشت و برای تعیین نور رفتارآلوستریك، نمودار ادی

های پیشین درهمین محدوده از دهد. این اثر در آزمایشرا نشان می "نور مثیت"راست در این نمودار وجود اثر آلوستریك از 

. در مطالعه حاعر فقط یك فاز در تغییرات نمودارها مشاهده (Mahinpour et al., 2016) رلظت سوبسترا نیز گزارش شده بود

ساعته   24توان به اثر انکوباسیون  های پیشین این تغییرات طی دو فاز رخ دادند. این تفاوت را میدرحالی كه در آزمایش  ؛شودمی

 آنزی  و كافئین نسیت داد.
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 . )دایره توخالی(  10mMهافستی آدنوزین دآمیناز بدون كافئین )دایره توپر( و به همراه كافئین -منحنی ادی :3شکل

وجود كافئین شدت اثر آلوستریك مثیت را تغییر داده است. برای كمی كردن شدت اثر آلوستریك    ،3با توجه به شکل  

 (.4( رس  شد )شکل Hill Plotمثیت، نمودار هیل )

 

 

 

 

 

 

 

 . )دایره توخالی( 10mMمنحنی هیل برای آنزیم آدنوزین دآمیناز بدون كافئین )دایره توپر( و به همراه كافئین   :4شکل

گیری و ارزیابی مقدار اثر آلوستریك مثیت اندازه  (1/2S)  استفاده از شیب نمودار هیل )عریب هیل( و طول از میدا آنبا  

 خدصه شده است. 1ها در جدول گیریشد. نتیجه این اندازه

 10mMینتیکی آدنوزین دآمیناز بدون كافئین و به همراه كافئین  سپارامترهای  :1جدول

 µM/min)( maxV )µM( 1/2S Hn 

ADA 0.291±0.013 19.6 2.48 

ADA+ Caffeine 0.198±0.016 16.9 1.97 

(ADA: Adenosine deaminase ) 

شود با آن كه در حضور و عدم حضور كافئین مقدار آنزی  مساوی است اما به دلیل می دیده 1همانطور كه در جدول 

( P<0.01درصد كاهش یافته است ) 96/31)در حداكثر مقدار سوبسترا( به طور معنی داری به مقدار  maxVحضور كافئین مقدار 

همچنین با توجه به سیگموئیدی   .(Saboury et al., 2003)  های پیشین مینی بر اثر مهاركنندگی كافئین سازگار استكه با گزارش
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برای آنزی  در هر دو حالت  mKبه جای  1/2Sبودن هر دو منحنی در نمودار اشیار و وجود اثر آلوستریك، پارامتر سینتیکی 

سوبسترا، نیمی از های كمتری از دهد كه با حضور كافئین دررلظتنشان می 1درجدول  1/2Sمقایسه مقادیر  گیری شد.اندازه

ترین یافته، كاهش عریب هیل )مقدار تعاونی در اتصال آدنوزین شود. اما مه ظرفیت عملکردی آنزی  آدنوزین دآمیناز اشغال می

در حضور كافئین است. این مشاهده حاكی از این است كه با اتصال كافئین شدت اثر  97/1به مقدار  48/2به آنزی ( از مقدار 

ك  یك مکانیس  برای اثر یابد. به این ترتیب دستكاهش می ADAهای متوالی به آنزی  یت در اتصال آدنوزینآلوستریك مث

 بازدارندگی كافئین روی عملکرد آدنوزین دآمیناز، كاهش تعاونی مثیت ناتی درون این مولکول است.

این تغییرات   5شود. شکل  با گذشت زمان متحمل تغییراتی می  ADAآزمایش بیشتر نشان داد كه اثر كافئین بر فعالیت  

به عنوان تابعی از زمان نشان داده است. این تغییرات به صورت افزایش فعالیت  maxVرا با اندازه گیری فعالیت آنزی  در شرایط 

های انکوباسیون های مشابه، زمانشود در پژوهشا توجه به این مشاهده توصیه میرسد. بساعت به ثیات می 6پس از حدود 

ADA  در شرایط مورد تحقیق به عنوان یك پارامتر موثر بر مقادیر اندازه گیری شدۀ فعالیتADA  .توجه شود 

 

 

 

 

 

 

آنزیم آدنوزین دآمیناز به عنوان تابعی از زمان انکوباسیون، بدون كافئین )دایره توپر( و به همراه   maxVتغییرات  :5شکل 

 . )دایره تو خالی( mM 10كافئین  

  گیری نتیجه

شود دست ك  یك مکانیس  در مجمور، با تحلیل شکل سیگموئیدی منحنی های اشیار به دست آمده، پیشنهاد می

و سوبسترایش آدنوزین است. یافته های  ADA، كاهش اثر آلوستریك مثیت در رابطه بین ADAبرای اثر بازدارندگی كافئین بر 

ساعت مجاورت، ثابت می   6پس از    یابد ودهد اثر كافئین بر فعالیت این آنزی ، با زمان افزایش میاین پژوهش همچنین نشان می

 های مربو  به آدنوزین دآمیناز اهمیت دارد.ه به این نکته در تفسیر بررسیماند. توج
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Abstract 

 Caffeine is one of the most important ligand of adenosine deaminase (ADA). In the present study, changes in 

adenosine deaminase activity were measured in Tris-HCl buffer 50mM, pH 7.3 at 37oC in the presence and absence 

of caffeine in increasing concentrations of adenosine as a substrate (0-50µM) and in various incubation times with 

caffeine. Regarding the analysis of the saturation curves, for the first time, their sigmoidal shape shows 

considerable differences with previous reports which can be referred to differences in concentration range of 

substrate and incubation time with caffeine. Based on the sigmoidal shape of saturation curve, mechanism of 

caffeine effect is explainable.  Moreover, based on finding of this study, the effect of caffeine on ADA activity is 

a function of incubation time and stabilized after 6 hours incubation of enzyme with caffeine. This is noteworthy 

when interpreting the results of the studies on ADA and its ligands. غ 
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