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 چكيده

آب آنزيمليپاز،:مقدمه آب را درسوبستراهاي استري پيوندهاي شيميايي هيدروليزكه است محلول در  ليپيدي نامحلول در

به ساختار آنزيم، باشدمي استرازهااز يك زير شاخه ليپاز. دهد انجام مي به عنوان توانندمي تركيبات آروماتيكبا توجه

به عنوان داروي بالقوه در درمان چاقي استهاي ليپاز پستانداران مهاركننده و كاربرد آنها آن.مطرح باشند  در اين مطالعه بر

تمامي تركيبات مورد استفاده در اين تحقيق را براي اثرگذاري روي عمل ليپاز بيابيمجديدي ديم تا تركيبات آروماتيكيش

.باشند داراي حداقل يك حلقه فنلي در ساختار خود مي

 ليپاز پانكراس آنزيم بر فعاليت وانيليل استونونوناميد آروماتيك شامل استراگول، يديپاميد، وانيليل تاثير تركيبات:ها روش

شدپارا نيتروفنيل استاتصناعي، در حضور سوبستراي خوكي جهت يافتن جايگاه احتمالي برهم كنش اين تركيبات. بررسي

شد) سازي مولكولي مدل(با آنزيم از روش داكينگ  .استفاده

و وانيليل استون وانيليل نوناميد فوقباتو تركي)يك سوبستراي مصنوعي(در حضور سوبستراي پارانيترو فنيل استات:اه يافته

ميمجموعاً كه يديپاميد تر اثر قابل توجهي دارند در حالي در غلظت پايين و تاثير تاثير فعال كنندگي نشان استراگول دهد

 سازي مولكولي مطالعات بيشتر با استفاده از روش مدلبرايو وانيليل استونوانيليل نوناميد بنابراين.قابل توجه نيستچندان 

. شدندانتخاب

و وانيليل استون اين نتايج اثر بالقوه:گيري نتيجه ميوانيليل نوناميد دهد، رادر بين تركيبات فوق در كاهش فعاليت آنزيم نشان

به دست آمده از روش به نتايج  هايي مشابه در آنزيم براي محل سازي مولكولي وجود هاي مدل همچنين اين مطالعه با توجه

مي»ها مهاركننده«اتصال به بهبه گونه،دهد را نشان كه محل اتصال مهاركننده به اي آنزيم در جايگاه فعال يا مكاني نزديك

.باشد جايگاه فعال مي
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 مقدمه
هيدروليز پيوندهاي استري داخلي را ) 3.1.1.3EC(ليپاز

و مشتقات آنها را درتركيبات ليپيدي تري اسيل گليسرول

هاي حفاظت اين آنزيم.دهاي مشابه به عهده دار موقعيتدر

و در طيف وسيعي شده متعلق به خانواده استرازها مي باشند

و يوكاريوت از موجودات از آغازيان، پروكاريوت ها ديده ها

گرچه درتوالي ژني اينها شباهت كمي ديده. شوند مي

سه بعدي آنها شباهت بسيار زيادي.شود مي  اما ساختارهاي

].2،1[ به هم دارند

و روده در پستانداران، ليپازها در معده، ترشحات پانكراس

و نوع ساختار. شوند باريك ديده مي  سه بعدي نوع خوكي

و بنابراين انساني  الگوهاي واكنش بسيار به هم شبيه هستند

و مهاركننده هضم.هاي ليپيدي مشابه است آنها با ليپيدها

طي مراحل مختلفي در انسان انجام مي در ابتدا. شود ليپيدها

دهند، كه سبب ليپازهاي معدي يك هضم جزئي انجام مي

مي شكستن تري و دي گليسريدها . شود گليسريدها به منو

رها چربي هضم هاي وقتي فراورده باريك وارد ودهبه

شوند، هورموني به نام كولسيستوكينين از مخاط روده مي

اين هورمون از راه خون به كيسه صفرا. شود آزاد مي

مي مي به انقباض ريتميك آن و با رسد و همراه انجامد

 منجر امواج دودي روده كوچك، به تخليه كيسه صفرا

 عصب واگ نيز تحريك اثربراكيسه صفر.]3[ شود مي

و فقط.شود منقبض مي صفرا هيچ نوع آنزيم گوارشي ندارد

.به اعتبار وجود املاح صفراوي براي هضم اهميت دارد

مخلوط مايع(اولاً، املاح صفراوي به امولسيوني كردن

كند تا بتوانند با افزايش سطحمي ها كمك چربي) شكل

و ثانياً،  به كمك ليپازهاي روده هضم شوند، تماس

به پرزهاي رودهي نهايي هضم چربيها فرآورده اي ها را

به راحتي جذب خون شوند حمل مي در مرحله بعد.كنند تا

به داخل روده باريك به طور عمده با ترشح ليپاز پانكراسي

اي هاي روده اي، تري اسيل گليسرولو همچنين ليپاز روده

و گليسرول تبديلبه طورگسترده به اسيدهاي چرب  اي

 پس با تشكيل ميسل توسط املاح صفراويس شوند، مي

و منوگليسريدهاي آزاد با بخش چربي اسيدهاي چرب

و ميسل تركيب مي كه شوند قسمت ديگر ميسل از آنجا

آب است فراورده به محلول در ها از خلال لايه موكوسي

مي غشاي پوشيده از ميكروويلي سلول با هاي روده و رسند

خو اين سلولاز عبور وها وارد از طريق وريد بابن شده

.]4[ شوندبه كبد منتقل مي
Pancreatic Lipase 

Triacylglycerol + H2O � diacylglycerol + a fatty 
acid anion 

كه در از آنجا كه هدف مطالعه حاضر، يافتن تركيباتي است

و ليپاز خوكي هم  نهايت برروي ليپاز انساني مؤثر باشند

اني دارد، در اينجا صرفاً به نوع انس شباهت زيادي

و خوك،  خصوصيات دو آنزيم ليپاز پانكراتيك انسان

شامل يك زنجيره پلي ليپاز پانكراس،.شود بررسي مي

 كيلو دالتون است ساختار كريستالي50پپتيدي به وزن 

كه ليپاز پانكراس نشان مي  آمينو449 خوك شامل دهد

و د اسيد ترمينال-Nدمين:مين با عمل ويژه استدو

هيستيدين،177آسپارتيك اسيد كاتاليتيكيسه تاييشامل 

را336تا1از آمينو اسيدو باشدمي153 سرينو 264

مي  دمين.گليسريد استل هيدروليز تريوو مسو شود شامل

C-كيلو دالتوني ترشح10پروتئين(ترمينال كه با كوليپاز 

و با دو است با توالي مشاب همراه)شده توسط پانكراس ه

و ناحيه اتصال سايت متمايز شامل ناحيه غني از تيروزين

هاي آمينو اسيدي قطبي آن به ليپاز كه غني از باقيمانده

 را شامل449تا337درگير است از آمينو اسيد) است

هاي خاص ليپاز پانكراسي اين يكي از ويژگي].5[ شود مي

كه سايت كاتاليتيكي آن در محلول يسه با ساير در مقا است

، در حالت معمول خود كاتاليتيكهاي داراي سرين آنزيم

تفاوت ليپاز. غير قابل دسترس استبراي سوبسترا

به خوك مربوط مي به تشكيل پانكراس انسان نسبت شود

به جايگاه فعال را براي  كه دسترسي يك هليكس سطحي

در. كند ليپاز پانكراسي انسان بلوكه مي ليپاز پانكراس

مي167پاراژين آس كه زنجيره گليكاني. باشند گليكوزيله

به نظر نمي و كه در فعاليت دور از جايگاه فعال است رسد

ن آنزيم كاتاليتيكي نقشي داشته باشد سوبستراي طبيعي اي

.]6[ باشندمي گليسريدها تري

سوبستراهاي صناعي شامل استرهاي پارا نيتروفنيل اسيل به

استفاده از اين. وموژنيك هستندعنوان سوبستراهاي كر

 شد تا از آنزيم كمكي استفاده نشود سوبستراها سبب مي

و انواع داروهاى لاغرى كه در كتب مرجع].7[ تعداد

و به دو دسته اند انگشت تغذيه معرفى شده شمار بوده
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و البته چند زيرگروه فرعى تقسيم مى گروه. شوند اصلى

ك اول داروهاى ضد ه با تحريك توليد اشتها هستند

و ساير كاته هورمون ها باعث مهار كولامين هاى سروتونين

اين داروها عوارضى چون افزايش.شوند مركز اشتها مى

و فشار و اضطراب داشته خون، افزايش ضربانات قلبى

كه  در نهايت در صورت مصرف گزارش شده است

مى رويه سبب سكته بى  گروه.]8[ شوند هاى قلبى يا مغزى

كه باعث جلوگيرى از جذب چربى دوم داروهايى هستند

اين داروها تاثيرى در جذب. شوند در دستگاه گوارشى مى

و فقط كربوهيدرات از30بجذها ندارند درصد

مى چربى  تركيبات].9[. كنند هاى مصرف شده را مهار

به عنوان مثال در گياهان يافت طبيعي مهار كننده ليپاز

و.]11،10[)ت پلي فنليتركيبا(اند شده ليپستاتين

پاز هستند كه با برقراريلياورليستات از داروهاي مهاركننده 

ك به صورتووپيوند الان با جايگاه فعال آنزيم آن را

به عنوان فرضيه].12،9[ كنند برگشت ناپذير مهارمي كه اي

پشتوانه اين تحقيق قرار گرفته است، احتمال بروز عوارض 

در صورت استفاده از تركيبات مهار كننده غير جانبي كمتر 

و تركيبات آروماتيك مختلف با اين ديدگاه  كووالان است،

.مورد مطالعه قرار گرفته اند

ها روش
و تجهيزات -UVو اسپكتروفوتومتر شيمادز شاملوسائل

هيتر،Jenway متر pHدستگاه ترازوي آناليتيك،،1800

ا نرمواستيرر  ،MOE 2010.10 شاملستفادهافزارهاي مورد

Auto Dock Vina،MGL TOOLSباشند مي.

 مواد

هيدروكسيد،هيدروژن كلريد،KH2PO4فسفات پتاسيم

 از مرك، (DMSO)محلول دي متيل سولفوكسايد،سديم

(Merck; Darmstadt)  ليپاز پانكراتيكو اند تهيه شده

،ل متانو،)PNPA(پارا نيتروفنيل استات،(PPA)خوك 

،تايمول،وانيليل استون،وانيليل نوناميد يديپاميد،،استراگول

 Sigma, St)از شركت سيگما نوردي هيدرو گوارتيك اسيد

Louis)اند خريداري شده.

 تجربيهاي روش
اين تحقيق با يك سوبستراي صناعي انجام گرفته است؛ در

آنزيم مشترك ليپاز هر بخش يك مهاركننده متفاوت با

بافر مورد استفاده، بافر. اس خوكي استفاده شده استپانكر

، pH: 7.2±0/01و  KH2PO4: 100mMفسفات حاوي 

.بود

مينوعدر اين با روش سنجش كينتيكي توان همزمان

و دنبال نمود اين. پيشرفت واكنش، تغييرات آن را پيگيري

كه در  كه سوبسترا يا محصول رنگي دارند به دليل آن است

مياسپكتروفو از. شود متر جذب آن خوانده در استفاده

.]7[ سوبستراي صناعي ليپاز چنين امكاني فراهم شده است

هنگام بررسي اثر تركيبات روي آنزيم در حضور

 استات محصول پارا نيتروفنل آزاد-سوبستراي پارانيتروفنيل

در مي كه پيگيري آزمايش. نانومتر جذب دارد410شود

درو رسم منحنيKmليت، محاسبه كينتيك، محاسبه فعا ها

. انجام شد UV-1800 دستگاه اسپكتروفوتومتر شيمادزو

به صورت) پس از مجاورت(فعاليت باقيمانده نمونه

تمام. درصدي از فعاليت نمونه كنترل بيان شده است

شد تست سه بار انجام و نتايجي CVو SD. ها  محاسبه شد

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

.اند قابل قبول تلقي شده

)Docking( داكينگ

فايل.]13[ انجام شدAuto dock vina با داكينگ

2L3L.pdbهاي اضافي همراه مولكول: ابتدا پردازش شد

و ساختار پروتونه شده براي  آنزيم نظير حلال حذف شدند

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

ف68×80×70بعادا و مركز مكعب1ضايي با  آنگسترومي

تركيبات آروماتيك فوق براي يري جايگ100.تعريف شد

.به دست آمد

ها يافته
و مشتق اشباع شده آن اورليستات اثر قبلاً از ليپستاتين

.]12،9[ شده استمشاهده مهاري بر روي ليپاز پانكراتيك 

جايگاه فعال در اتيك در اينجا با توجه به حضور گروه آروم
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و احتمال بر هم كنش تركيبات)264هيستيدين(آنزيم

تعدادي از مشتقات اثرآروماتيك ديگر با اين گروه،

شدليپاز روي فعاليتبرآروماتيك مشابه  اولين. بررسي

ا با استفاده از سوبستراي صناعي پارا نيتروه سري آزمايش

شد فنيل استات ، فوقي تركيباتها در بعضي غلظت. انجام

هاي مورد غلظت.شدمهاري بر فعاليت آنزيم مشاهده اثري

به طور متوسط ميكرومولار از همه 1000تا100از استفاده

 ليگاندها انتخاب شدند تا اثر آنها در حضور سوبستراي

شكل. بررسي شوندصناعي  نشان داده4-1 هاي نتايج در

با آنزيم مجاور هاي مختلف اين تركيبات غلظت.شده است

و جذب محصول به عنوان نشانگر فعاليت آنزيم  شدند

و بر اساس آن فعاليت آنزيم محاسبه شد . پيگيري شد

و بقيه فعاليت به نمونه كنترل با فعاليت صد در صد شان

وانيليلو وانيليل استوندر مورد.نسبت كنترل محاسبه شد

غلنوناميد ظت، ميزان فعاليت آنزيم كاهش با افزايش

اين كاهش فعاليت در مورد وانيليل نوناميدويابد مي

و مناسب محسوس .)2و1شكل(تر است تر

 هاي مختلف وانيليل استون بر ليپاز تاثير غلظت-1 شكل

 هاي مختلف وانيليل نوناميد بر ليپاز تاثير غلظت-2 شكل

ميآفعاليت اول%80 آنزيم تا حدود در مورد استراگول، كاهش فعاليت )3شكل(شودن ديده
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 هاي مختلف استراگول بر ليپاز تاثير غلظت-3 شكل

ميافزايش فعاليت آنزيم تر، هاي پايين، در غلظتيديپاميددر مورد و با افزايش غلظت تركيب، تاثير مهاري مشاهده شود،

)4شكل( آيد مختصري بوجود مي

 هاي مختلف يديپاميد بر ليپاز غلظت تاثير-4شكل

شدليپازبراي درك چگونگي تعامل تركيبات آروماتيك فوق بر با استفاده از روش داكينگ، بدون تعريف.، داكينگ انجام

شد محلي خاص براي اتصال ليگاند براي نرم در. افزار، محل اتصال احتمالي در سطح آنزيم پيدا محل فرضي اتصال ليگاندها

م .)5-8شكل( اند نشان داده شدهشكلحل در اين
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 هاي احتمالي وانيليل استون با ليپاز برهم كنش-5شكل

 با ليپازنوناميدهاي احتمالي وانيليل برهم كنش-6شكل

 هاي احتمالي استراگول با ليپاز برهم كنش-7شكل
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 هاي احتمالي يديپاميد با ليپاز برهم كنش-8شكل

 بحث
به عنوان موثر در كاهش آروماتيكت داراي ساختار تركيبا

و در برخي موارد احتمال داده وزن گزارش شده اند

هاي مرتبط آنزيمكاهش بيانشود اين تركيبات بواسطه مي

.)15،14(اين نقش را ايفا كنندها با متابوليسم چذبي

كه اخيرا به عنوان مهار كننده ليپاز مطرح تركيب ديگري

ت شده مياند باشند ركيبات ترپني موجود در جينكو بيلوبا

به نظر نمي.)16( رسد در مورد تركيبات ساده ليكن

و وانيليل نوناميد گزارشي در  آروماتيك نظير استراگول

. مورد تاثير مهار كنندگي بر آنزيم ليپاز موجود باشد

بررسي بيشتر در مورد محل برهم كنش احتمالي اين

تواند در پيشنهاد تركيبات بالقوه تركيبات با آنزيم مي

اي كه با روش داكينگ ناحيه.موثرتر كمك كننده باشد

به، يافت شده است سه تايي جايگاه فعال نزديك

كه كاتاليتيك هاي مهار كننده اتصالمحل آنزيم است،

ميآنزيم ليپاز گزارش شده  هر تركيب.]17[ باشد نيز

و هيدروفوبيك به مهاركننده با پيوندهاي هيدروژني

مي جايگاه فعال ليپاز  در مورد تمامي تقريباً.شود متصل

در هاي پيشنهادي اسيدهاي آمينه مشابه مهاركننده اي

به عنوان مثال امينو.كنند برهمكنش با آنزيم عمل مي

78، فنيل آلانين216، فنيل آلانين 115اسيدهاي تيروزين

ر اطرافد264هيستيدينو همچنين در بعضي موارد

و در برهمكنش با آن قراردارد .ليگاند

و با امكان استراگول از جهت اينكه اندازه كوچكي دارد

در جايگاه بهتري در ساختار آنزيم تواند چرخش حلقه مي

مي قرار به شمار رود اما گيرد مهاركننده بسيار خوبي

كه تاثيراين تركيب بر  مطالعات آزمايشگاهي نشان داد

و به غلظت نيستروي آنزيم همچنين در مطالعه.ابسته

انجام گرفته اسيد آمينه كليدي در برهمكنش با مهاركننده 

اين تركيب همچنين داراي باشدمي78فنيل آلانين 

هيستيدين،216، فنيل آلانين 115برهمكنش با تيروزين 

مي264 وانيليل استون هم مانند استراگول.باشد نيز

و تقر يبا در وضعيت مشابهي نسبت مولكول كوچكي است

به سر مي تري قويداراي تاثير اما اين تركيب بردبه آن

كه در غلظت و احتمال دارد هاي بالاتر بتواند تاثير است

سازي مولكولي در مدل.مهاركنندگي بيشتري نشان دهد

هد از آنزيم مشاه115برهمكنش اين تركيب با تيروزين 

و داشتنر يديپاميد با وجودد.شود مي بزرگ بودن ليگاند

يد6 دارايحلقه بنزني2  طبق نتيجه داكينگ،كه استگروه

مي در معرض حلال در. گيردو برهمكنش با آن قرار

و تيروزين260سازي مولكولي برهمكنش آن با والين مدل

مي115 ب.شود مشاهده رهمكنش وانيليل نوناميد هم داراي

به دوزآناما اثرهاي حلال است با مولكول و وابسته بوده

 216ن با فنيل آلانينآسازي مولكولي برهمكنش در مدل

مي. شود مشاهده مي و وانيليل به نظر رسد وانيليل نوناميد

تري نسبت به دو تركيب استون داراي اثر مهاري محسوس

مي ديگر بر روي آنزيم ليپاز مي به نظر دليل اين رسد باشند

به نحوه جايگيري  اين دو تركيب در جايگاه فعال موضوع

و برهمكنش مناسب با آمينو اسيدهاي اين جايگاه آنزيم

سازي مولكولي انجام شده اين دو تركيب در مدل.است

در آنزيم نها بر رويآبراي مطالعه اثر مهاري  كه همانطور
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اسيدهاي فنيل آلانين نشان داده شده است آمينو2شكل

نيلفو 264 هيستيدين،153، سرين260، والين 216

 در مورد وانيليل استون در جايگاه مناسبي نسبت78آلانين 

وبه اين ليگاند قرار گرفته ن اند ميظبه رسد در صورتير

كه آنزيم در مدت زمان بيشتري در معرض مهاركننده قرار 

به آنزيمبگيرد  امكان با تغيير موقعيت قرارگيري آن نسبت

 از آمينو اسيدهاي فوق وجود برقراري پيوند با هر يك

دارد در مورد وانيليل نوناميد نيز آمينو اسيدهاي والين

در78و فنيل آلانين 264، هيستيدين153، سرين 260

و اين موقعيت نسبتاً به ليگاند قرار دارند  مناسبي نسبت

كهاحتمال  با تغيير در اثر گذشت زمانوجود دارد

ازبابه آنزيمموقعيت جايگيري مهاركننده نسبت هريك

 يعني اين موضوع.پيوند برقرار كنندآمينو اسيدهاي فوق 

 قرارگيري مناسب اين آمينو اسيدها در فاصله مناسب با

هاي مطالعه شده در مورد ساير مهاركنندهمهاركننده

وو بررسي اما مطالعه.مشاهده نشد يا برگشت پذيري

يم فوق مستلزمنزآبرگشت ناپذيري اين نوع مهار بر روي

مي العات آزمايشگاهي دقيقمط .باشد تر

مطالعه حاضر احتمال تاثيرگذاري ساختارهاي آروماتيك

به عنوان مهاركننده هاي آنزيم ليپاز نشان داده كوچك را

به تفاوت موجود بين نحوه تاثير وانيليل. است با توجه

و وانيليل نوناميد مي كه اندازه استون و توان احتمال داد

گروه جانبي موجود در وانيليل نوناميد بتواند دليل تاثير

بر.دبيشتر آن بر آنزيم ليپاز باش لذا انجام مطالعات بيشتر

گام بعدي در اين سلسله تحقيقات مشتقات اين تركيب 

.خواهد بود

 سپاسگزاري
و يـك طـرح در قالـب اين مطالعه  مركـز تحقيقـات غـدد

.تهران انجام شده استمتابوليسم دانشگاه علوم پزشكي
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