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Abstract 
Introduction: Lipoxygenases are non-hem iron-containing proteins responsible for the 

peroxidation of the unsaturated lipids in animals and plants. The critical role of the enzymes 

in creating inflammations, sensitivities and some of the cancers has been demonstrated in 

mammalians. An investigation of the mechanism details of these category of enzymes and the 

metabolism of their peroxide products as well as the synthesis of appropriates inhibitors is of 

great importance for the mentioned enzymes. In this article, the inhibitory mechanisms of 

eugenyl adamantate which is a new synthetic potent inhibitor of lipoxygenase is studied.  

Methods: The lipoxygenase activity of soybean 15-lipoxygenase in the presence of eugenyl 

adamantate was assayed by using two spectrophotometric methods: the formation of 

conjugated dien in 235 nm and DMAB-MBTH peroxide in 592 nm.  

Results: The experiments show that the mentioned compound decreases the lipoxygenase 

activity in two concentration ranges of 80-120 nM and 5-13 µM. The kinetic studies show the 

mixed inhibitory mechanism including the competitive and non-competitive for this 

compound. 

Conclusion: The kinetic studies show the mixed inhibitory mechanism of the compound. 

Keywords: 15-Lipoxygenase, Inhibitors, Peroxide formation, DMAB, MBTH 
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 ليپواكسيژناز -51بررسي مكانيسم مهاري تركيب اوژنيل آدامانتات نسبت به آنزيم 

 1حمید صادقیان، 1، ملیحه علیمردان1مهدیه داوود نژاد

 

آنزیمهاي لیپواكسیژناز از دسته پروتئین هاي آهن دار غیر همی هستند كه مسئول پراكسیداسیون اسید هاي چرب  :هدف

اهمیت فعالیت این آنزیمها در بدن پستانداران و نقش آنها در ایجاد حساسیت ها، . غیر اشباع در گیاهان و حیوانات می باشند

از این رو مطالعه در مورد جزئیات مکانیسمی این دسته از . بات رسیده استالتهابها و حتی تشکیل برخی از سرطانها به اث

ور بسیار حائز آنزیمها و متابولیسم محصولات پراكسیدي آنها و همچنین سنتز مهار كننده هاي مناسب براي آنزیمهاي مذك

لیپواكسیژناز موسوم به اوژنیل آدامانتات این مقاله مکانیسم بازدارندگی یکی از مهاركننده هاي قوي آنزیم در .اهمیت می باشد

 .كه به تازگی سنتز و مطالعه شده بود مورد بررسی واقع شده است

لیپواكسیژناز سویا در حضور مهاركننده اوژنیل آدامانتات به دو  -11در این بررسی فعالیت لیپواكسیژنازي آنزیم : روش بررسي

و  DMABنانومتر و روش تشکیل پراكسید با معرف هاي  231روش اسپکتروفوتومتري تشکیل دي ان مزدوج در طول موج 

MBTH  نانومتر بررسی شد 112در طول موج. 

مذكور در دو دامنه غلظتی فعالیت آنزیم را پایین می در نتیجه آزمایشات انجام شده مشخص شد كه مهاركننده  :يافته ها

 .میکرومولار براي آن تعیین گردید 13تا  1نانومولار و  121تا  01در محدوده  IC50آورد و دو 

كه مهاركننده مذكور در دو دامنه غلظتی فعالیت آنزیم را تیجه آزمایشات انجام شده مشخص شدندر  :بحث و نتيجه گيري

بررسی هاي . میکرومولار براي آن تعیین گردید 13تا  1نانومولار و  121تا  01در محدوده  IC50و دو پایین می آورد 

 .سنیتیکی یك مکانیسم مهاري مختلط از رقابتی و غیر رقابتی را براي این تركیب نشان داد

 DMAB ،MBTHلیپواكسیژناز، مهاركننده، تشکیل پراكسید،  -11 : كلمات كليدي

 sadeghianh@mums.ac.ir دكتر حمید صادقیان،: نويسنده مسئول

                                            1611111-13:پیراپزشکی مشهد، تلفنعلوم دانشکده  -ابتداي فلسطین:آدرس
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 علوم پزشکی مشهد گروه علوم آزمایشگاهی، دانشکده علوم پیراپزشکی، دانشگاه -1

 

 مقدمه 

اوژنول تمایل به مطالعه بر روي استرهاي مشتق شده از 

هاي به عنوان بازدارنده( مشتقات استري اوژنول)

گیرد كه در آن  لیپواكسیژناز از كار اخیري منشاء می

لیپواكسیژناز  -11بازدارندگی این تركیبات براي آنزیم 

 .(1)گزارش شده است 

همی داراي هاي غیرلیپواكسیژنازهاي پستانداران آنزیم  

و استرهاي چرب  آهن هستند كه مسئول اكسایش اسیدها

 .(1 لکش)باشند غیر اشباع به مشتقات هیدروپراكسی می

ها هستند هاي مذكور از دسته غیرهمگنی از آنزیمآنزیم  

ه طور وسیعی در گیاهان و حیوانات یافت شده و بر كه ب

اساس موقعیتی كه در آن یك سابستریت كلیدي مانند 

ید هاي چرب غیر اشباع آراشیدونیك اسید و یا سایر اس

 .گذاري می گردندشود، ناممیاكسید  4و 1
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چرخه آنزیمی پراكسیداسیون اسید هاي چرب : 1شکل

 غیر اشباع

 
 

         لیپواكسیژناز -1سیژنازهاي انسانی میان لیپواك امروزه در  

(5-LO)  به خوبی به عنوان هدفی مناسب براي كاهش

شناخته و ( به ویژه در عارضه آسم)ها تولید لوكوترین

 .(2)تثبیت شده است 

 -11اساس نتایج حاصل از تحقیقات اخیر، بر   

لیپواكسیژناز به عنوان هدفی جالب توجه براي درمان 

 .(3)ها معرفی شده است تداخلی برخی از بیماري

هاي خاصی در روند پیشروي سرطان LO-15همچنین 

هایی مبنی بر هاي اخیر یافتهدر سال .(4)تاثیر گذار است 

در معالجه  LO-15تاثیر بازدارندگی فعالیت آنزیم 

هرچند این . عروقی كشف شده است -هاي قلبیبیماري

مطالعات سعی و خطا . مورد به تحقیقات بیشتري نیاز دارد

-نشان می atherogenesisرا در LO-15نقش اساسی 

آنزیم مذكور در هنگام عارضه آترواسکلروزیز به . دهد

 .(6،1)شود میزان قابل توجهی در ماكروفاژها بیان می

كه محصولات آنی حاصل از  تحقیقات نشان داده است  

-15اكسایش آراشیدونیك اسید و لینولئیك اسید توسط 

LO توانند به عنوان عوامل پیش التهاب و پیش درد می

 .(1)مطرح باشند 

شناخته  LOسه مسیراساسی به منظور مهار فعالیت   

 :كه عبارتند از( 0)شده است 

ها كه در چرخه هاي كاهشی یا آنتی اكسیدانبازدارنده( 1

 .نمایندتداخل ایجاد می LO-15كاهشی 

 عوامل كمپلکس دهنده با آهن( 2

هاي رقابتی غیر كاهشی كه با آراشیدونیك بازدارنده( 3

به  4و  1اسید و یا سایر اسید هاي چرب غیر اشباعی 

 .نمایندمنظور اتصال به جایگاه فعال آنزیم رقابت می

به طور طبیعی در ( ولمتوكسی فن-2-آلیل -4)اوژنول   

و پوست گردو  ، دارچینتعدادي از گیاهان از جمله ریحان

گل  اسانسشود و همچنین مهمترین جز در یافت می

اي به شکل این تركیب به طور گسترده. میخك است

-تركیبی با خمیر اكسید روي در دندانپزشکی به كار برده 

 .(1) شودمی

طعم دهنده در محصولات ژنول عاملی معطر و وبه علاوه ا  

دارویی زیادي نیز  خواص ژنولوا. آرایشی و غذایی است

-بر، ضد توان به خواص آنتی اسپاسم، تبدارد از جمله می

اخیرا گزارش شده . التهاب و آنتی باكتریال آن اشاره نمود

رقابتی مانع از است كه اوژنول توسط مکانیسمی غیر

 .(1)شود می   LO-5 فعالیت آنزیم 

مکانیسم مهاري یکی از  ،در این گزارش تحقیقاتی  

ین سوم به اوژنیل آدمانتات كه بیشتراسترهاي اوژنول مو

لیپواكسیژناز نشان داده بود،  -11اثر مهاري را بر روي 

 .تعیین نموده ایم
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 بررسيروش 

 مواد و دستگاهها 5.5

گیري هاي اسپکتروفوتومتري توسط اندازه 

ترسیم . انجام شد pekolS 1500 اسپکتروفوتومتر

 Prismمنحنی ها و تحلیل آماري آنها توسط نرم افزار 

تركیب اوژنیل آدامانتات مطابق با . صورت گرفت 3.0

دستورالعمل سنتزي ارائه شده در مقالات منتشره گذشته 

از مواد اولیه اوژنول و آدامانتان كربوكسیلیك اسید ساخته 

و  Flukaپانی لیپو اكسیژناز سویا از كم -11آنزیم . شد

تهیه  Aldrichسایر مواد مربوط به آنالیز آنزیم از كمپانی 

 .شد

 

 بررسي فعاليت آنزيمي   5.1

اندازه گیري فعالیت آنزیم لیپواكسیژناز با دو روش تشکیل 

( conjugated dien formation)پیوند دوگانه مزدوج 

انجام شد ( peroxide formation)و تشکیل پراكسید 

روش اول به لوله هاي حاوي نمونه هاي تست، در     .(14)

 11/1تا  16/1فعالیت )كنترل و شاهد كه حاوي آنزیم 

تا  11)و غلظت هاي مختلف بازدارنده ( جذب در هر دقیقه

 11میلی لیتر بافر فسفات  4/2در ( میکرومولار 111/1

دما شدن در  بودند، پس از هم( pH 7.0)میلی مولار 

اد، لینولئیك اسید با غلظت درجه سانتیگر 2-1دماي 

میکرومولار اضافه شد و سپس با افزایش دما  111نهایی 

درجه سانتیگراد واكنش آغاز شده و بعد از سپري  21به 

 4) رار دادن لوله ها در حمام آب جوشدقیقه با ق 1شدن 

در مرحله بعد پس از  .واكنش آنزیمی متوقف شد (دقیقه

 231ر طول موج ا دسرد شدن لوله ها، جذب محلول آنه

 .نانومتر قرائت شد

در روش دوم به لوله هاي سرد شده روش اول، مقدار   

و ( میکرومولار 311) DMABمیکرولیتر معرف  211

 MBTH (11میکرولیتر معرف  211دقیقه  1پس از 

گرم بر میلی  میلی 1/1)حاوي هموگلوبین ( میکرو مولار

محلول لوله ها دقیقه جذب  11اضافه شده و بعد از ( لیتر

در آزمایش هاي . نانومتر قرائت گردید 112در طول موج 

 .مذكور نمونه تست در هر غلظت سه بار تکرار شد

 

 يافته ها

در كار تحقیقاتی گذشته، مشاهده كردیم كه برخی از   

بالاتري را نسبت به اوژنول  استرهاي اوژنول قدرت مهاري

بدست  IC50در تحقیق صورت گرفته،  .می دهندنشان 

میکرومولار شد و این در حالی بود  34آمده براي اوژنول 

كه در مورد برخی از استرهاي اوژنول عدد مذكور به پایین 

امانتات میکرومولار رسید و براي تركیب اوژنیل آد 3تر از 

تحقیق انجام شده در .(1) نانومولار ثبت شد 11رقم 

ه اوژنول اثبات شده بود ك ،(11)و همکارانش  Naiduتوسط

با مکانیسم غیر رقابتی آنزیم لیپواكسیژناز را مهار می كند 

و به احتمال زیاد با ویژگی احیا كنندگی گروه هیدروكسی 

فنولی خود، فعالیت هیدروپراكسیداسیونی آنزیم را كاهش 

در تحقیق بعدي نتایج آزمایشگاهی نشان داد كه . می دهد

به استر اوژنیل اوژنول قدرت احیا كنندگی بالاتري نسبت 

بنزوات دارد ولی ظرفیت شکار رادیکالی استر مذكور به 

در تحقیقات متعدد دیگري  .(11) اندازه اوژنول می باشد

كه در دو دهه اخیر انجام گرفته بود خصلت شکار 

در  .(12) ده بودرادیکالی سیستم هاي آلیل بنزنی تایید ش

مل این فرآیند هیدروژن متیلنی آلیل بنزن توسط عا

رادیکالی كنده شده و رادیکال آلیل بنزن ایجاد می گردد 

و محصول ایجاد شده یا با یك واكنشگر ثانویه مثل 

و یا با انجام  اكسیژن واكنش داده و اكسید می شود

با  .(13) نوآرایی درون مولکولی به ایندن تبدیل می گردد

انجام بررسی هاي بیشتر در مورد استرهاي اوژنول، هیچ 

جدیدي بعد از فرآیند مهار كنندگی آنزیم جدا  محصول

اوژنول در هنگام مهار آنزیم  به عبارتی استرهاي. نشد

در بررسی  .انددچار اكسیداسیون یا نوآرایی نشده خود، 

دیگري مکانیسم مهار كنندگی اوژنیل آدمانتات را تعیین 

قابتی رآزمایشات مکانیسم مختلطی از غیر. كردیم

(uncompetitive )رقابتی  و(competitive ) را براي

 .(2 لکش) تركیب مذكور نشان داد
طور كه می دانیم در یك مهار غیررقابتی، ساختمان  همان  

 سابستریت و آنزیمحد واسط بصورت كمپلکسی از مهار كننده، 

این موضوع و سایر یافته ها اثبات می كند كه . می باشد

مهاركننده هاي مذكور در هنگام قرار گرفتن اسید چرب در 

با قرار  بخش فعال آنزیم و از دست دادن هیدروژن رادیکالی،

 رادیکال  هیدروژن اتمی به  گرفتن در موضع واكنش و با دادن 
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لیپواكسیژناز سویا  -11منحنی هاي مهار آنزیم : 2شکل

 توسط تركیب اوژنیل آدامانتات

   

پراكسیداسیونی  اسید چرب، موجب توقف فرآیند هیدرو

در مرحله بعد رادیکال آلیل بنزنی ایجاد . آن می شوند

 را با اكسایش آهن دریافت می كند شده هیدروژن اتمی

با توجه به منحنی هاي مهاركنندگی بدست (. 3شکل )

آمده، به احتمال زیاد در غلظت هاي پایین مهار كننده، 

مکانیسم غیررقابتی غالب است و در غلظت هاي بالاتر 

 .مکانیسم رقابتی حاكم می گردد
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یشنهادي مهار فعالیت آنزیم مکانیسم پ: 3لکش

 = Ad)لیپواكسیژناز توسط تركیب اوژنیل آدامانتات 

Adamantan.) 

 

 برحسب غلظت مهار با ترسیم منحنی فعالیت آنزیم  

كننده اوژنیل آدمانتات، مشاهده شد كه در غلظت هاي 

درصد  11نانومولار فعالیت آنزیم به كمتر از  01حدود 

رسید ولی با افزایش غلظت مهار كننده فعالیت 

لیپواكسیژنازي افزایش یافته و دوباره در غلظت هاي بالاتر 

بر . درصد نزول نمود 11میکرومولار به پایین تر از  2از 

براي تركیب مذكور بدست آمد كه  IC50دو  این اساس

مقادیر آنها در روش اندازه گیري بر اساس تشکیل دي ان 

نانومولار  01( conjugated dien formation)مزدوج 

میکرومولار و در روش تشکیل پراكسید  1/1و 

(peroxide formation )124  4/13نانومولار و 

 .(4 لکش) میکرومولار بود
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منحنی هاي فعالیت بر حسب غلظت مهار كننده : 4شکل 

اوژنیل آدامانتات كه با دو روش تشکیل پیوند دوگانه 

( منحنی بالا)كسید و تشکیل پرا( منحنی پایین)مزدوج 

 .بدست آمده است
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 بحث و نتيجه گيري

گونه برداشت می شود كه تركیب اوژنیل  در مجموع این

آدامانتات و تركیبات همرده آن می توانند بدون تغییرات 

ساختمانی، آنزیم لیپواكسیژناز را با یك مکانیسم شکار 

در )و همچنین بصورت رقابتی ( غیر رقابتی)رادیکالی 

به احتمال زیاد با افزایش . مهار نمایند( غلظت هاي بالا

اختمان بخش فعال آنزیم دچار غلظت مهار كننده س

كه احتمال قرار گرفتن  تغییرات فضایی می شود، بطوري

همزمان مولکولهاي اسید چرب و مهار كننده در حفره 

غیرممکن شده و در نتیجه نسبت غلظت هاي مهاركننده 

و اسید چرب تعیین كننده میزان جایگیري آنها در بخش 

كسیدي می و در نهایت تولید محصول پرافعال آنزیم 

 .گردد
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