
 

 

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(، اندC 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



 

 

 159               1398، بهار 1، شماره 32دوره                                                             پژوهشی دانشگاه الزهرا)س(/زیست شناسی كاربردی-مجله علمی

 

 

 سپاسگزاری 

 های مالی دانشگاه كاشان سساسگزار هستند. نویسندگان مقاله از حمایت

 منابع

Ajloo, D., Saboury, A.A., Haghi-Asli, N., Ataei-Jafarai, G., Moosavi-Movahedi, A.A., Ahmadi, M., Mahnam, K. 

and Namaki, S. (2007) Kinetic, thermodynamic and statistical studies on the inhibition of adenosine deaminase 

by aspirin and diclofenac. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 22: (4) 395-406. 

Alunni, S., Orrù, M. and Ottavi, L. (2008) A study on the inhibition of adenosine deaminase. Journal of Enzyme 

Inhibition and Medicinal Chemistry, 23: (2) 182-189. 

Antonioli, L., Ataie, G., Moosavi-Movahedi, A.A., Saboury, A.A., Hakimelahi, G.H., Hwu, J.R. and Tsay, S.C. 

(2000) Enthalpy and enzyme activity of modified histidine residues of adenosine deaminase and diethyl 

pyrocarbonate complexes. International Journal of Biological Macromolecules, 27: (1) 29-34. 

Ataie, G., Safarian, S., Divsalar, A., Saboury, A.A., Moosavi-Movahedi, A.A., Ranjbar, B., Cristalli, G. and 

Mardanian, S. (2004) Kinetics and structural analysis of the inhibition of adenosine deaminase by 

acetaminophen. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 19: (1) 71-78. 

Ataei, G., Zonoozi, F., Divsalar, A., Moosavi-Movahedi, A.A., Saboury, A.A., Safarian, S. and Habibi, M. (2005) 

Comparative kinetic and thermodynamic studies on intestinal and spleen adenosine deaminase. Pejuhandeh 

Journal, 10: (44), 65-72. (In Persian) 

Bardsley, W.G., Leff, P., Kavanagh, J. and Waight, R.D. (1980) Deviations from Michaelis-Menten kinetics. The 

possibility of complicated curves for simple kinetic schemes and the computer fitting of experimental data for 

acetylcholinesterase, acid phosphatase, adenosine deaminase, arylsulphatase, benzylamine oxidase, 

chymotrypsin, fumarase, galactose dehydrogenase, beta-galactosidase, lactate dehydrogenase, peroxidase and 

xanthine oxidase. Biochemical Journal, 187: (3) 739–765. 

Boroweic, A., Lechward, K., Tkacz-Stachowska, K.A. and Sktadanowski, C. (2006) Adenosine as a metabolic 

regulator of tissue function: production of adenosine by cytoplasmic 5’-nucleotidases. Acta Biochima Polonica, 

53: 269-278. 

Bota, A., Gella, F. and Canalias, F (2000) Purification of human adenosine deaminase for the preparation of a 

reference material. Journal of Chromatography B, 737: 237-244. 

Daddona, P.E., Frohman, M.A. and Kelley, W.N. (1980) Human adenosine deaminase and its binding protein in 

normal and adenosine deaminase-deficient fibroblast cell strains. The Journal of Biological Chemistry, 255: 

(12) 5681-5687. 

Daddona, P.E. and Kelley, W.N. (1979) Characteristics of an aminohydrolase distinct from adenosine deaminase 

in cultured human lymphoblasts. Biochimica et Biophysica Acta- Protein Structure, 580: (2) 302-311. 

Doddona, P.E., Schewach, D.S., Kelly, W.N., Argos, P., Markham, A.F. and Orkin, S.H. (1984) Human adenosine 

deaminase. cDNA and complete primary amino acid sequence. The Journal of Biological Chemistry, 259: 

12101-12106. 

Dreher, H.M. (2003) The effect of caffeine reduction on sleep quality and well-being in persons with HIV. Journal 

of Psychosomatic Research, 54: (3) 191-198. 



 

 

 و همکاران پور نیمه ایرو                                                                        ...  یدیگموئیس كینتیبر س یرانیا یچا نیكافئ یاثر بازدارندگ س یمکان        160 

 

 

Edwards, Y., Hopkinson, D. and Harris, H. (1971) Adenosine deaminase isozymes in human tissues. Annals of 

Human Genetics- London, 35: 207-219. 

Herrera, C., Casado, V., Ciruela, F., Schofield, P., Mallol, J., Lluis, C. and Franco, R. (2001) Adenosine A2B 

receptors behave as an alternative anchoring protein for cell surface adenosine deaminase in lymphocytes and 

cultured cells. Molecular Pharmacology, L59: 127-134. 

Hirchhorn, R. and Ratech, H. (1980) Isozymes of adenosine deaminase. Isozymes. Current Topics in Biological 

and Medical Research, 4: 131-157. 

Icen, H. and Guru, M. (2009) Effect of ethanol content on supercritical carbon dioxide extraction of caffeine from 

tea stalk and fiber wastes. Journal of Supercritical Fluids, 50: 225-228. 

Katan, M.B. and  Schouten, E. (2005) Caffeine and arrhythmia. American Journal of Clinical Nutrition, 81: (3) 

539-540. 

Kathiresan, K., Saravanakumar, K., Sahu, S.K. and Sivasankaran, M. (2014) Adenosine deaminase production 

by an endophytic bacterium (Lysinibacillus sp.) from Avicennia marina. 3biotech. 4: 235-239. 

Latini, S., Bordoni, F., Pedata, F. and Corradetti, R. (1999) Extracellular adenosine concentrations during in vitro 

ischaemia in rat hippocampal slices. Brirtish Journal of Pharmacology, 127: (3) 729-39. 

Mahinpour, R., Ghasemi, M., Moosavi-Nejad, S.Z. and Zahraie, Z. (2016) Caffeine effect on adenosine deaminase 

catalysis: A new look at the effect of caffeine on adenosine deaminase activity. Iranian Journal of Catalysis, 6: 

(5) 475-480. 

Mason, T.J. (1990) Critical reports on applied chemistry.1st edn. vol. 28, Society for Chemical Industry, Pp. 1-25, 

London & New York, NY. 

Mazzotti, D.R., Guindalini, C., De Souza, A.A., Sato, J.R., Santos-Silva, R., Bittencourt, L.R. and Tufik. S. (2012) 

Human genetics and sleep behavior. Plos One,7: (8) E 44154. 

Mazzotti, D. R., Guindalini, C., Pellegrino, R., Barrueco, K.F., Santos-Silva, R., Bittencourt, L.R. and Tufik, S. 

(2011) Effects of the adenosine deaminase polymorphism and caffeine intake on sleep parameters in a large 

population sample. Sleep, 34: (3) 399–402. 

Meier, J., Coleman, M.S. and Hutton, J.J. (1976) Purification and characterization of intestinal adenosine 

deaminase from mice. British Journal of Cancer, 33: 312-319. 

Mills, G.C., Schmalstieg, F.C., Trimmer, K.B., Goldman, A.S. and Goldblum, R.M. (1976) Purine metabolism in 

adenosine deaminase deficiency. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 

America, 73: 2867-2871. 

 Moosavi-Movahedi, A.A., Samiee, B. and Hakimelahi, G.H. (1993) Thermal analysis of adenosine deaminase in 

the presence of dodecyl trimethyl ammonium bromide. Journal of Colloid and Interface Science 161: (1) 53-

56. 

Nunnari, G., Argyris, E., Fang, J., Mehlman, K.E., Pomerantz, R.J. and Daniel, R. (2005) Inhibition of HIV-1 

replication by caffeine and caffeine-related methylxanthines. Virology, 335: (2) 177-184. 

Nurminen, M.L., Niittynen, L., Korpela, R. and Vapaatalo, H. (1999) Coffee, caffeine and blood pressure: a critical 

review. European Journal of Clinical Nutrition, 53: (11) 831-839. 

Pelligrino, D.A., Xu, H.L. and Vetri, F. (2010) Caffeine and the control of cerebral hemodynamics. Journal of 

Alzheimer’s Disease, 20: S51-S62. 



 

 

 161         1398، بهار 1، شماره 32دوره                                                              پژوهشی دانشگاه الزهرا)س(/زیست شناسی كاربردی-مجله علمی

 

 

Peters, G.J., Oosterhof, A. and Veerkamp, J.H. (1982) Age-dependency of adenosine deaminase and purine 

nucleoside phosphorylase activities in rat spleen and thymus. Biology of Neonate,42: (3-4) 195-200. 

Phillips, N.R., Havel, R.J. and Kane, J.P. (1981) Levels and interrelationships of serum and lipoprotein cholesterol 

and triglycerides. Association with adiposity and the consumption of ethanol, tobacco, and beverages 

containing caffeine. Arteriosclerosis, 1: (1) 13-24. 

Pornbanlualap, S. and Chalopagorn, P. (2011) Adenosine deaminase from Streptomyces coelicolor: recombinant 

expression, purification and characterization. Protein Expression and Purification, 78: (2) 167-173. 

Rétey , J.V., Adam , M., Honegger, E., Khatami, R., Luhmann, U.F., Jung, H.H., Berger, W. and Landolt, H.P. 

(2005) A functional genetic variation of adenosine deaminase affects the duration and intensity of deep sleep 

in humans. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 102: (43) 15676-

81. 

Saboury, A.A., Divsalar, A., Ataie, G., Amanlou, M., Moosavi-Movahedi, A.A. and Hakimelahi, G.H. (2003) 

Inhibition study of adenosine deaminase by caffeine using spectroscopy and isothermal titration Calorimetry. 

Acta Biochimica Polonica, 50: 849-855. 

Saboury, A.A., Divsalar, A., Ataie Jafari, G., Moosavi-Movahedi, A.A., Housaindokht, M.R. and Hakimelahi, 

G.H. (2002) A product inhibition study on adenosine deaminase by spectroscopy and calorimetry. Journal of 

Biochemistry and Molecular Biology, 3: 302-305. 

Schwindinger, W.F., Mihalcik, L.J, Giger, K.E., Betz, K.S., Stauffer, A.M., Linden, J., Herve, D. and Robishaw, 

J.D. (2010) Adenosine A2A receptor signaling and golf assembly show a specific requirement for the gamma7 

subtype in the striatum. The Journal of Biological Chemistry, 285: 29787-29796. 

Senol, A. and Aydin, A. (2006) Solid–liquid extraction of caffeine from tea waste using battery type extractor: 

Process optimization. Journal of Food Engineering, 75: 565-573. 

Singh, L.S. and Sharma, R. (2000) Purification and characterization of intestinal adenosine deaminase from 

mice. Molecular and Cellular Biochemistry, 204: (1-2) 127-134. 

Solano-Muñoz, F., Mcginlay, P.B., Woolfson, R. and Bardsley W.G. (1981) Deviations from Michaelis-Menten 

kinetics. Computation of the probabilities of obtaining complex curves from simple kinetic schemes. 

Biochemical Journal, 193: (1) 339-52. 

Tello, J., Viguera, M. and Calvo, L. (2011) Extraction of caffeine from Robusta coffee (Coffea canephora var. 

Robusta) husks using supercritical carbon dioxide. The Journal of Supercritical Fluids, 59: 53-60. 

Wang, H., Chen, L., Xu, Y., Zeng, Q., Zhang, X., Zhao, Q. and Ding, L. (2011) Dynamic microwave-assisted 

extraction coupled on-line with clean-up for determination of caffeine in tea. LWT– Food Science and 

Technology, 44: 1490-1495. 

 

 

 

 

 

 



 

 

Journal of Applied Biology, Volume 32, Issue 1, Spring 2019          2162 

 

 

The mechanism of inhibitory effect of caffeine from Iranian tea on sigmoidal kinetics of 

adenosine deaminase enzyme activity 

R. Mahinpour1*, M. Ghasemi2, Z. Moosavi-Nejad3*, Z. Zahraei1 

 

Received: 2016.11.21 

Accepted:2018.12.25 
 

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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