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 مقدمه
به خانواده  از گليكوزيل هيدرولازها13آلفا آميلازها متعلق

و پيوندهاي و داخلي)4به1آلفا(هستند را در نشاسته

.]1[هيدروليز مي كنندتركيبات مشابه آن مثل گليكوژن 

از هضم كربوهيدرات ها در بدن به عهده اين گروه

 در توالي ژني شباهت13اعضاي خانواده. هاست آنزيم

به هم دارند اما در ساختار سوم بسيار حفاظت كمي

 اند، بنابراين تشكيلات كاتاليتيك آنها بسيار مشابه است شده

د.]2،3[ به و آلفا آميلاز در پستانداران، و شكل اصلي بزاقي

مي شود .]4[پانكراسي ديده

كه اين آنزيم نقش مهمي در كنترل قند خون از آن جايي

مي كند، مطالعات زيادي بر روي مهار كننده هاي  بازي

به. اين آنزيم صورت گرفته است به طور كلي اين تركيبات

مي شوند و غير پروتئيني تقسيم  دو دسته اصلي پروتئيني

بر خلاف مهاركننده ها، مطالعات كمي روي فعال.]9-5[

يون كلر فعال. كننده هاي اين آنزيم صورت گرفته است

كه  بخوبي شناخته شده كننده آلوستريك اين آنزيم است

هاي ديگري هم روي آنزيم البته اثر آنيون.]10،11[است 

در يك مطالعه،. پانكراسي انساني بررسي شده است

و فرمات اثر فعال كنندگي هايي نظي آنيون ر نيترات، كلرات

كه بعضي ديگر نظير به كلر را نشان داده اند، در حالي شبيه

را، ديگرسازوكارييون آزايد ظاهراً با   فعاليت آنزيم

مي دهند زيرا راميزان تاثيرافزايش  كه قبلاً وصل كلري

.]12[ بالا مي برندشده بود

كه با هدف و فعاليت آنزيم افزايش در مطالعه اي ديگر،

 در طول مدت آزمايش انجام شده بود، آن،پايداري

كه برخي افزا نده ها مي توانند روي فعاليت آافايدريافتند

پلي اتيلن. مؤثر باشند (PPA)آميلاز پانكراس خوك

و تريتون (PVA) پلي وينيل الكل، (PEG)گليكول

X_100،را درصد فعاليت60تا25مي توانند آنزيم

و آن را  .]13[ثابت نگه دارند در طول زمان افزايش دهند

 هايپر بالقوه در مهاركهمهاركننده هاي خوراكي آنزيم

تو مؤثر هستند]14،15[گلايسمياي بعد از غذا به، مي انند

به ديابت عنوان داروي مكمل در بيما 2نوع ران مبتلا

به، بنابراين فعال كننده]16[استفاده شوند  هاي آن نيز بايد

عنوان عواملي بالقوه مضر در كنترل قند خون در نظر

. مطالعه شوندوگرفته شده

آلفا مهار كننده هاي جديدبا هدف يافتن در تحقيقي

درصد فعاليت24تا، آميلاز، تئوبرمين، مشتقي از گزانتين

PPA ديگر تركيبات مشابه بنابراين، اثر.]17[ را افزايش داد

به همر)بنزيل آمينوپورين-6 متيل آدنين،-6N( رينيپو اه،

تئوبرمين، تئوفيلين، آمينوفيلين، پنتوكسي(مشتقات گزانيتن

شد) كافئينوفيلين  اين مقاله.، روي فعاليت آنزيم بررسي

.بررسي را بيان مي كند اين نتايج

ها روش
، پنتوكسي (E.C.3.2.1.1) (PPA)آلفا آميلاز پانكراس خوك

 متيل-N6بنزيل آمينوپورين،-6يلين، آمينوفيلين، تئوفيلين،ف

-دي- نيتروفنيل آلفا-4آدنين، تئوبرمين، كافئين،

و-4مالتوهگزائوزايد، دي نيترو ساليسيليك-5،3نيتروفنل

 (Sigma; St. Louis, MO, USA) از سيگما (DNS)اسيد 

، نشاسته (DMSO)دي متيل سولفوكسايد. خريداري شده اند

و ديگر تركيبات شيميايي از مرك  ;Merck) محلول، مالتوز

Darmstadt, Germany)  تهيه شده اند.

، با استفاده از دو PPAاثر هر يك از تركيبات روي

 مالتوهگزائوزايد-دي-نيتروفنيل آلفا-4سوبستراي مختلف،

، بررسي)سوبستراي طبيعي(و نشاسته) سوبستراي صناعي(

با. شد ،2/7±01/0 معادل pHفر فسفات با آزمايش ها در

و42در دماي 25 درجه سانيتگراد براي سوبستراي صناعي

. درجه سانتيگراد براي نشاسته انجام شد

 درجه سانتيگراد، با هر تركيب25آنزيم بمدت ده دقيقه در

و سپس آن به دو روش فعاليت به آرامي مخلوط شد

و نقطه]18[) براي سوبستراي صناعي( كينتيكي ممتد 

شد]19[)براي نشاسته(نهايي مبناي اندازه. اندازه گيري

هاي توليد شده ميكرومول،گيري فعاليت آلفا آميلاز

و مالتوز) محصول سوبستراي صناعي(پارانيتروفنل 

ها. است) محصول سوبستراي طبيعي( جذب نوري نمونه

 اندازهUV-1800با استفاده از اسپكتروفوتومتر شيمادزو 

به كمك نرم افزار و محاسبات  انجام UV-Probeگيري شد

به) پس از مجاورت(فعاليت باقيمانده نمونه. گرفت

. صورت درصدي از فعاليت نمونه كنترل بيان شده است
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سه بار انجام شد و CVو SD. تمام تست ها  محاسبه شد

≥CV نتايجي با ≥6CVو) سوبستراي صناعي( 5/5

.ل تلقي شده اندقابل قبو) نشاسته(

)Docking( داكينگ

شد]Auto dock vina)20 با داكينگ فايل. انجام

2L3L.pdbمولكولهاي اضافي همراه: ابتدا پردازش شد 

و ساختار پروتونه شده براي آنزيم نظير حلال حذف شدند

pHمحفظه مكعبي شكلي. خنثي تنظيم شد (Grid box) با 

و مركز مكعبآ1 با فضايي68×80×70ابعاد نگسترومي

. تعريف شد=144/44zو=087/31yو =263/37x روي

و كافئين به يري جايگ100 ، تئوبرمين  براي پنتوكسي فيلين

.دست آمد

و بحثها يافته
فعال كنندگي اثر،)مشتق ميتيل گزانتين(تئوبرمين قبلاً از

بر اساس اين.]17[ مشاهده كرده بوديم PPA روي

-3،7(و گزانتين تعدادي از مشتقات پورين اثرهدات،مشا

بررسي  PPAروي فعاليت)ديون-2،6-پورين- دي هيدرو

اولين سري آزمايش ها با استفاده از سوبستراي صناعي. شد

شد-دي-نيتروفنيل آلفا-4 هيچ. مالتوهگزائوزايد انجام

به غلظتي ديده نشد،الگوي  در بعضي غلظت اما وابسته

ر شدت فعالسازي ديدهب ثابت، اثري پورينيي تركيباتها

كل.شد ،40سه غلظت. تفسيري ديده نشدقابل نتايج در

تا200و 100  ميكرومولار از همه ليگاندها انتخاب شدند

اثر آنها در حضور سوبستراي طبيعي، نشاسته، بررسي

در حالي. نشان داده شده است1نتايج آن در شكل. شوند

ي اثر قابل توجهي نشان ندادند، مشتقات مشتقات پورينكه 

گزانتين، به جز تئوفيلين، اثر فعالسازي قابل توجهي نشان

 ميكرومولار پنتوكسي فيلين، فعاليت100در غلظت. دادند

و ميزان فعالسازي در همين30آنزيم  درصد افزايش يافت

به ترتيب و تئوبرمين، 25و26غلظت ها براي كافئين

ن تغيير رفتار در حضور دو سوبستراياي. درصد بود

به تفاوت در سايز اين دو مي تواند مربوط مختلف

سوبسترا باشد زيرا آلفا آميلازها اختصاصيت متفاوتي براي 

و عملكردشان براساس طول]21[اين دو نشان مي دهند 

مي كند .]22[هاي متفاوت سوبسترا فرق

 تركيبات پليو برخي]11[ تعدادي از آنيون ها تا بحال

پستانداران به عنوان فعال كننده هاي آلفا آميلاز]13[مري

تا. شناخته شده اند مي توانند و جانشين هاي آن، يون كلر

فعاليت آنزيم پانكراسي انسان) در مورد يون آزايد( برابر5

را زياد كنند اما غلظت اپتيمم آنيون ها در محدوده ميلي 

و مولار بوده است اثر يون كلرايد را احتمالاً.]11[ مولار

به تأثير آن روي جايگيري صحيح رزيدوهاي  مربوط

و  كه براي پايدارسازيكاتاليتيك آنزيم  منطقه اي از آنزيم

مي.]11[ ضروري است، مي دانندفعاليت كاتاليتيك  بنظر

 تركيبات پلي مري كه روي آلفا آميلازهاي به دست آيد

مي توانند كنندگي دارند، پايداراثر آمده از منابع گوناگون،

 X-100بين تريتون.]13[ باعث فعال سازي آنها نيز باشند

و پلي اتيلن گليكول به وزنشان(، پلي وينيل الكل با توجه

افزايش فعاليت( بهترين فعال كنندگيK5/1، پلي اتيلن)

هاي استفاده شده اينو غلظت را داشته است) درصد54تا 

 از تركيب مورد اندازه گيري بوده04/0تا02/0ات از تركيب

ش. است  ده كه اين تركيبات پلي مري روي پيچشپيشنهاد

و بهينه سازي مي گذارنداين پيچش فعالآنزيم .]13[ اثر

در مورد تركيبات پلي مري، اثر مستقل از دوز ديده مي

45 درصد خود02/0 در مقدار X-100شود مثلاً تريتون 

كه با مقدار درص مي دهد در حالي د فعاليت را افزايش

و يك درصد اثر افزايندگي دارد04/0 ، چهل در. خود

مورد تركيبات گزانتيني موجود در تحقيق حاضر نيز چنين

مي شود شد. اثر مستقل از غلظتي ديده كهههمچنين ديده

 PPA كنندگي نيز روي پايدارمي تواند اثرX-100ريتونت

درداشته  250خود، بمدت درصد02/0 رقت باشد، زيرا

مي دارد در حالي كه 100دقيقه فعاليت آنزيم را  درصد نگه

، آنزيم كل فعاليت خود را در X-100بدون حضور تريتون

مي دهد 180 را.]13[ دقيقه از دست مشابه اين آزمايش

هيچ اثر ليكن انجام داديم، PPAبراي پنتوكسي فيلين روي 

تايج نشان دادهن( مشاهده نشد كنندگي روي آنزيمرپايدا

 كنندگي تركيبات پلي مري مذكورپايداراثر ). نشده اند

همچنين مي تواند مربوط به اثري عمومي تر باشد كه بطور

مثل داروهاي( براي حفاظت از پروتئين ها متداول
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در برابر تخريب يا تجمعشان از اين اثر استفاده) پروتئيني

.]23[دمي شو

، PPAبراي درك چگونگي تعامل تركيبات گزانتيني با

و پنتوكسي فيلين انجام شد . داكينگ براي تئوبرمين، كافئين

 بدون تعريف محلي يعنيبا استفاده از روش داكينگ كور،

اتصال ليگاند براي نرم افزار، محل خاص براي اتصال

 فرضي اتصال محل. احتمالي در سطح آنزيم پيدا شد

اين. نشان داده شده اند2گاندها در اين محل در شكل لي

و تعداد زيادي رزيدوي  آب دوست است ناحيه بسيار

ساختارهاي گوناگوني از آلفا آميلاز).2شكل(آرژينين دارد 

» نواحي اتصال ساكاريد«يا» نواحي اتصال ثانويه« داراي 

در]24،25[هستند مي آيد كه به نظر كه بعضي از آن ها

اي.]24[عمل هيدروليتيك آنزيم نقش داشته باشند ناحيه

حداقل در ساختارهايكه با روش داكينگ پيدا كرديم، 

و بزاقي،  جزو اين مناطق ديگر آنزيم هاي پانكراسي

در اما؛گزارش شده نبود يك ناحيه اتصال مالتوتريوز

 گزارش شده است، كه با اين]1E40.pdb ]26ساختار 

اين ساختار يك ساختار. قابل تطبيق است يافت شدهناحيه

و محل ال اتصكايمري از دو آلفا آميلاز باسيلوسي است

مالتوتريوز در نزديكي انتهاي آميني آنزيم مشاهده شده

كه در مورد داكينگ انجام شده براي تركيبات]26[است 

مي كند .گزانتيني هم صدق

س وبـستراي در نتيجه، بر اساس اثر مشاهده شده در حضور

 ، و كـافئين طبيعي مي آيد در مقايسه بـا تئـوبرمين به نظر

) هـسته پـورين دارنـد1كه يك گـروه ميتيـل در جايگـاه(

در هگزيل-اكسو-5زنجيره بلندتر همـين پنتوكسي فيلـين

. در ايجاد اثر ديده شده در اين آزمايش نقش دارد، جايگاه

كس تئوفيلين، برع به عبارت ديگر، مشتقات گزانتيني مؤثر،

بنـابراين. هسته پـورين دارنـد7يك گروه متيل در جايگاه 

مطالعات بيشتر روي مشتقات گزانتين با گروه هـاي عـاملي 

روي اين دو جايگاه مي تواند فعال كننده هاي بالقوه آنـزيم 

.را معرفي كنند

به عنوان عامل مشخص افزاينـده قنـد كه كافئين جالب اين

، اسـتفاده از از طرف ديگـر.]27[خون شناخته شده است 

م  اسـت فيـد قهوه براي كـاهش خطـر افـزايش قنـد خـون

و غيـر كافئينـه]28،29[ ، اما اين اثر در هر دو قهوه كافئينـه

 ديگـر جـز كـافئينيه فـاكتوربـو پيشنهاد شده ديده شده

بنـابراين،. مربـوط اسـت]30[، مثلاً كلورژنيك اسـيد]29[

و تفاوت بين افزايش قند خون   ايجاد شـده توسـط كـافئين

 تأثير مصرف دراز مدت قهوه بايد مـورد توجـه قـرار گيـرد

كه گرچه.]31[ در پيشنهاد شده است  اثر افزايش قند خون

ازدرنآكافئين به اثر  افـزايش مقاومـت در برابـر انـسولين

و ــوزين ــده آدن ــق گيرن ــازوكارطري ــده س ــال كنن هاي فع

نهاد مــي كنــيم كــه، پيــش]32[آدرنرژيــك وابــسته اســت 

خصوصيت فعال كنندگي آلفا آمـيلاز ديـده شـده در اينجـا 

جالـب اسـت. ممكن است در اين رابطه نقش داشته باشـد 

كه كولينرژيك اسيد، جـزء ديگـري از قهـوه،  يادآوري كنيم

كاهش شيوع ديابت مؤثر اسـت، فرايندكه پيشنهاد شده در 

.]33[خصوصيت مهاركنندگي آلفا آميلاز را دارد 

 سپاسگزاري
و اين مطالعه در قالب يك طرح مركز تحقيقات غدد

. متابوليسم دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام شده است
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به. با استفاده از نشاسته PPAاز مشتقات پوريني روي فعاليت) ميكرومول200و 100( اثر غلظت هاي انتخابي-1شكل فعاليت باقيمانده
با(فعاليت نمونه كنترل عنوان درصدي از  شد) درصد فعاليت100بدون تركيبات مورد نظر هاي سفيد مربوط به نتايج ستون. محاسبه

و ستون100حاصل از غلظت  . ميكرومول مي باشد200هاي خاكستري مربوط به نتايج حاصل از غلظت ميكرومول

(محل جايگاه در شكلي از ساختار كلي آنزيم. الف.ز جايگاه احتمالي تنظيم فعاليت در آنزيم آلفا آميلا-2شكل محيط در برگيرنده اسيد.
.اسيد آمينه هاي جايگاه مذكور به صورت جداگانه مشخص شده اند.ب). آمينه هاي تشكيل دهنده جايگاه با دايره مشخص شده است
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