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چكيده

هـاي  هـاي فلـزي مـدل   پـورفيرين . كندهاي مختلفي را در بدن كاتاليست مي      واكنش P-450سيتوكروم  

هاي شيميايي تلاش براي    ها در واكنش   هستند و نظر به فعاليت بالاي آن       P-450سنتزي از سيتو كروم       

هـا بـه دليـل گـران     نيك راه براي استفاده تجاري از آ   . ها در صنعت رو به افزايش است      استفاده از آن  

ها و  تواند در سنتز ايميدازول   همچنين نتايج فوق مي   . ها است دارندهها بر روي نگه    قرار دادن آن   ،بودن

.ساير تركيبات دارويي و بيو لوژيكي كه در ساختار خود ايميدازول دارند مورد استفاده قرار گيرد

 متـصل   سـيليكاژل  ليگاند محوري ايميدازول به       ابتدا منگنز تترافنيل پورفيرين از طريق      ،در اين تحقيق  

سپس . مورد شناسايي قرار گرفتSEM و تصاوير IR ،UV-Visي مانند هايبه وسيله روشگرديد و 

ترشـيوبوتيل  ايميـدازولين بـه وسـيله       -2 مختلـف    مـشتقات  جهت بررسي اكـسايش      كاتاليستاز اين   

از  نياز به اضافه كردن ليگاند محوري نبود و          ،در اين بررسي  . شداستفاده   آب حلالهيدروپراكسيد در   

و تـابش امـواج فراصـوت جهـت          به هـم زدن مغناطيـسي      تحت هر دو شرايط   كاتاليستي  اين سيستم   

 در.در هر دو شـرايط مقـدار كاتاليـست بهينـه شـد          . ايميدازولين بكار گرفته شد   -2مشتقاتاكسايش  

شدت امـواج مـورد بررسـي قـرار         تأثيرراصوت  ر دما و در شرايط ف     يثتأبه هم زدن مغناطيسي   شرايط  

نتـايج حاصـل از     كـه   بازيابي كاتاليست مورد بررسي قـرار گرفـت         همچنين در هر دو شرايط    . گرفت

- براي استفاده مجـدد در واكـنش       ستشده حاكي از حفظ كارآيي اين كاتالي       بازيابي   ستواكنش كاتالي 

.  متوالي و متعدد استهاي
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فصل اول

مقدمه و تئوري

مقدمه- 1-1

واحـد جـرم   180000 تـا  50000هاي همـوپروتئيني بـا وزن مولكـولي    اي از آنزيم ها، دسته سيتوكروم

ها يك كمپلكس پورفيرين آهـن اسـت و از مهمتـرين تركيبـات فلـزدار در                 اند كه محل فعال آن    اتمي

قـال  سـازي اكـسيژن، انت    اين تركيبات در انتقال و ذخيـره      . ]1[روندبه شمار مي  هاي بيولوژيكي   سيستم

هـاي بـدن بـه عنـوان        هـاي سـلول   ها در زنجيره تنفسي، حذف پراكـسيدها و در ميتوكنـدري          الكترون

 يكـي از   P-450 سـيتوكروم    .]2[سـزايي دارنـد     واسط در تشكيل پيونـدهاي پـر انـرژي نقـش بـه            حد

- مهمترين آنزيم  از.باشد مي "1مهٍ"گروه  دار كننده داراي    هاي مونواكسيژن هاي مهم متالوآنزيم  خانواده

به علت وجود يـك نـوار جـذبي قـوي در            P-450 عبارت   .استP-450 سيتوكروم ،هاي منواكسيژناز 

450ناحيه  nm طيف (UV-Vis)ها را در محيط زنـده  اي از واكنشگستردهاين آنزيم، طيف .باشد مي

عمـل اكـسايش   براي با انتخابگري بالا،   داراي يك حفره آنزيمي   P-450سيتوكروم  . ]3[كندكاتاليز مي 

اين آنـزيم از منـابع مختلفـي    . باشدميه به راحتي قادر به شناسايي انواع سوبستراهاي مختلف       است ك 

بيني استخراج و نظير كليه، شش و كبد پستانداران و نيز از حشرات، گياهان و بعضي از موجودات ذره      

. ]1[سازي شده است خالص

در كاتـاليز كـردن بـسياري از    P-450ها به عنوان مدل آنزيم سـيتوكروم  در اين راستا از متالوپورفيرين  

هاي اسـتخلافي  توان با تغيير ماهيت گروهها را مي  عملكرد متالوپورفيرين . ها استفاده شده است   نشواك

مطالعــه فعاليــت . ]4[آلــي روي ســاختار پــورفيرين، تعــويض فلــز و حالــت اكــسايش آن تغييــر داد 

1 Heme
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ها در طول مسير ايـن      هاي انتقال اكسيژن و توصيف حد واسط      هاي متالوپورفيرين در واكنش   كمپلكس

هـاي  هاي مربوطـه داراي گـروه     اين تركيبات و درشت حلقه    همچنين  . باشدها حائز اهميت مي   واكنش

كـاهش،  - اكـسايش  هـاي  كه به عنوان جايگـاه فعـال آنـزيم در واكـنش            اندهاييو كوآنزيم 1پروستتيك

.]5[كنند اكسيژن عمل ميهايتوشيميايي و به عنوان انتقال دهندهوف

P-450 چرخه كاتاليستي سيتوكروم -1-2

ها و گياهـان    ها، ميكرواورگانيسم در همه موجودات زنده مانند پستانداران، ماهي      P-450سيتوكروم  

.  عضو افـزايش يافتـه اسـت   2000، تاكنون به   P-450هاي  تعداد كل اعضاي سيتوكروم   . دوجود دار 

باشد كه به صـورت كووالانـسي بـه          مي IX2 و پروتوپورفيرين    Fe(III)گروه پروستتيك شامل يك     

.)1-1لشك(]6،7 [ متصل شده است3ينئاتم گوگرد سيست

N

N N

N

Fe

S
Cys

CH3H3C

CH3

H3C

COOHCOOH

IX ساختار پروتوپورفيرين -1-1شكل

1 Prosthetic
2 Protoporphyrin IX
3 Cysteine
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 هيدروژن اشباع بـه     - پيوند كربن  به تبديل  و قادر    استيك اكسنده قوي  در حضور اكسيژن    اين آنزيم   

ها و اكسايش تركيبات    ، اكسايش هترواتم  همچنين اپوكسايش پيوند دوگانه   . باشد مي گروه هيدروكسيل 

.گيرد اين اكسنده انجام ميبه وسيلهروماتيك آ

انتقـال  هاي اكسيژن را به مـاده اوليـه     يكي از اتم   ،كنداز مولكول اكسيژن استفاده مي    P-450سيتوكروم  

 كـه از تركيـب   دو الكتـرون  از در اين فرايند. كندو اتم اكسيژن ديگر را به مولكول آب تبديل مي       داده  

NAD(P)H1اوليـه  بـه مـاده  اكـسيژن،  فقط يكي از دو اتم از آن جايي كه. شوده مي استفاد،هشدگرفته

].8،9[شود ز ناميده مييبه نام منواكسيژناز نP-450شود، سيتوكروم منتقل مي

بـا  هاي زنـده  سيستمبنابراين هاي آلي در دماي پايين غير فعال است   مولكول اكسيژن در برابر مولكول    

كـه ايـن    دهنـد   تغيير مـي   براي انجام واكنش اكسايشي      ي اكسيژن را به شكل مناسب     ،ها از آنزيم  استفاده

].10[شود تغييرات به وسيله يك فلز وابسته به منواكسيژناز انجام مي

در اين چرخه، ماده اوليه وارد جايگاه       . استده  مآ) 2-1شكل(در  P-450چرخه كاتاليستي سيتوكروم    

 آهن از حالت مسطح خـارج شـده و بـه            بنابراينشود   و جايگزين مولكول آبِ محوري مي      شدهفعال  

-، پتانـسيل اكـسايش    "هِم"پيوند ماده اوليه به     . )B1-2شكل   (گردديكمپكس پنج كئوردينه تبديل م    

جه امكان انتقال يك الكتـرون بـه مركـز فلـز افـزايش               را افزايش داده و در نتي      "هِم”كاهش كمپلكس   

. شـود ميP-450در اين واكنش، تغيير آنتروپي باعث ايجاد پيوند ميان ماده اوليه و سيتوكروم              . يابدمي

و بـه   اسـت   كـم اسـپين     تئيناثر ميـدان الكتريكـي پـرو      ، آهن به علت   Aدر كمپلكس آهن در حالت      

، چرخـه كاتاليـستي     الكترون به كمپلكس آهـن    اولين  انتقال  ا  ب. ارتباطي ندارد H2Oخصوصيت ليگاند   

اين بار منفي روي كل كمپلكس ازجمله اتـم گـوگرد           . شود تبديل مي  II به آهن    IIIشروع شده و آهن     

 اكـسيژن در  - نقش كليدي در شكست غير يكنواخـت پيونـد اكـسيژن            داراي لاًو احتما شود  پخش مي 

فرم كاهيده سـيتوكروم    . شودحالت اكسايش بالا مي   اي با  گونه باشد كه منجر به توليد     مي 'Eكمپلكس  

P-450،استكاهنده مناسب  يك عامل.

1 Hemoglobin
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P-450 شمايي از چرخه كاتاليستي سيتوكروم -2-1شكل

د و ده ـواكـنش مـي  P-450كمپلكس سـيتوكروم  IIآهن ، با )تريپلت(تايي  در مرحله بعد، اكسيژن سه    

 و يـك الكتـرون از زوج        IIيـك الكتـرون از مركـز آهـن          . كنداكسيژن مي توليد محصول افزايشي دي   

.كنند ميIIاكسيژن سه تايي، توليد يك پيوند اكسيژن با آهن

. باشدمختلف مي P-450هاي  اكسيژن در آنزيم  خصوصيات شيميايي و ساختار الكتروني حدواسط دي      

 به عنوان ليگاند محوري استفاده مي شـود،     3 كه از هيستيدين   2 ميوگلوبين  و 1براي مثال، در هموگلوبين   

1 Hemoglobin
2 Myoglobin
3 Histidine
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عنـوان ليگانـد محـوري      سيستئين بـه  كه از اسيد آمينه   باشد اما زماني  بار مثبت مي  آهن به صورت دو   

.بود، آهن به صورت سه بار مثبت خواهداستفاده شود

 آهـسته    بـوده و نـسبتاً     P-450هاي  كروم سرعت در بسياري از سيتو     دومين كاهش، مرحله تعيين كننده    

 كمپلكس  ،شودگوگرد مي - اكسيژن و آهن   -كاهش كمپلكس، باعث كشيدگي در پيوندهاي آهن      . است

، داراي يـك نقـش      2ئـونين  و تـره   1 آمينه آسـپارتيك   هايشود و اسيد  در اين مرحله سريعاً پروتونه مي     

كه بر اساس جهش ژن، ايـن اسـيد    زمانياينبنابر،باشندميEكليدي در انتقال پروتون در حد واسط        

. كنـد ، يك يا دو درجه كاهش پيدا مـي        Eها وجود نداشته باشند، سرعت پروتونه شدن كمپلكس         آمينه

.است 'Eتر نسبت به حد واسطدوست بسيار قوي يك هستهEحد واسط 

 آمينو  10ها داراي   ريندهد كه همه اين متالوپورفي     مختلف نشان مي   P-450هايآناليز ژن در سيتوكروم   

هـا داراي يـك     P-450تمـام ايـن     . باشندمي"3هاP-450 علامت مشخصه    " كه   هستنداسيد مشترك   

ي هـستند  يهادهند و همچنين داراي آمينو اسيد واكنش مي"4هِم"باشند كه با آهن سيستئين يكسان مي  

هايي كه در پورفيرين ايجاد  جهش ها با نقش اساسي آمينو اسيد   . كاهش دارند كه نقش مهمي در فرايند    

].11[شود كنند مشخص ميمي

چون اسـتروئيدها موادي6 يا بيوتخريب 5در بسياري از مراحل بيوسنتز    P-450هاي مونواكسيژناز   آنزيم

د گـرد زدايي بدن محسوب مي   بخشي از سيستم سم   P-450سيتوكروم  . نقش دارند  7چربهايو اسيد 

هـا را از طريـق ادرار       هـا در آب، دفـع آن      نبات آلي و افزايش حلاليت آ     تركيكردن  كه با هيدروكسيله  

طريـق اكـسايش    چندين فرم از اين پروتئين در كبد يافـت شـده اسـت كـه ظـاهراً از                 . سازدميسر مي 

].12[كند در برابر حملات شيميايي محافظت مي بدن ازهيدروفيلتركيبات سمي به مواد

1 Aspartic
2 Threonine
3 P-450 signature
4 Heme
5 Biosynthesis
6 Biodegradation
7 Fatty acid
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اند كه از    گزارش شده  1987 تا   1985هاي بين   ، در سال  P-450سيتوكروم  ي  اولين ساختارهاي كريستال  

شـود   بار در دقيقـه تكـرار مـي   4000اين چرخه كاتاليستي حدود . استشده گرفته1پوتيدا.باكتري پ 

]16-13[.

ها ها و متالوپورفيرين پورفيرين-1-3

 براي توصيف   2باشد و برگرفته از كلمه پورفورا     كلمه پورفيرين يك كلمه كلاسيك از يونان باستان مي        

 از ند و هـست داراي چهـار حلقـه پيرولـي   ،هاي آروماتيـك ها درشت حلقه پورفيرين.  است رنگ بنفش 

].17[شوند مي به هم متصل 3دهنده متينطريق چهار گروه پل

است و پيرول، خود يك حلقه پنج عضوي است كه از چهار اتم كربن و يك اتم نيتروژن تشكيل شده       

دو اتـم كـربن نزديـك بـه اتـم      .  هـستند متـصل  به يك اتم هيـدروژن   ،ها در حلقه  هر كدام از اين اتم    

به وسـيله  روند كه   ميپيش   به سمت تشكيل درشت حلقه       دادن اتم هيدرژن خود    دست   با از نيتروژن،  

.شوندهاي غير اشباع متين به هم متصل ميگروه

) برنده جـايزه نوبـل   (4 بوسيله كاستر1912كه ساختار درشت حلقه پورفيرين در سال   اولين بار زماني  

كردند حلقه بزرگ ذاتاً   بود كه فكر مي   ها اين   مخالفتدليل.پيشنهاد شد هيچ كس با او هم عقيده نبود        

. موفق به سنتز پورفيرين شد1929 در سال 5ت اما سرانجام فيشرناپايدار اس

18باشد كـه فقـط       مي 22ها   در آن  πهاي   و تعداد كل الكترون    ندهستها، تركيباتي آروماتيك    پورفيرين

بر اساس اكسايش و كاهش     .  در بالا و پائين حلقه پورفيريني شركت دارند        πالكترون در تشكيل پيوند     

ساختار ). 3-1شكل (آيند  باشند بدست ميπ الكترون n9هايي كه داراي   ، پورفيرين  الكتروني 18حلقه  

است به طوري كردههاي غير آروماتيك را مشكلها، جداسازي گونهالكتروني غير پايدار در پورفيرين

Xآناليز اشـعه    . استشده فقط دو گونه از آن گزارش      ،)π الكترون   20(هاي كاهيده   كه در مورد گونه   

1 P. Putida
2 Porphura
3 Methine
4 Kuster
5 Fisher
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 به صـورت  ،π الكترون 18ها نسبت به الگوي دهد كه آن نشان مي ،π الكترون   16هاي داراي   پورفيرين

ند هـست  به صورت غير آروماتيك   π الكترون   16هاي  رسد كه گونه  باشند و به نظر مي    انحراف يافته مي  

ي يك جابجايي به     دارا β، باند   π الكترون   16در مورد گونه    . كندرا تاييد مي   نيز آن  UV-Visكه طيف   

نيـز   و طيف جـذبي   استباشد و ضريب خاموشي آن بسيار كم سمت ناحيه با طول موج كوچكتر مي      

].18،19[شود  ديده نميQهاي در ناحيه پيك

N

N N

N

reduction

oxidation
N-

N -N

N

2H+

-2H+

16 π                18 π dianion
ب

18 π                   20 π

 الكتروني پورفيرين18كنش اكسايش و كاهش حلقه  وا-3-1شكل

 زيـادي را در     هايي از آهن هـستند كـه در طبيعـت وجـود دارنـد و نقـش                نپورفيري،"مهِ"هايآنزيم

، انتقـال الكتـرون   )ميوگلـوبين و هموگلـوبين  (هاي حياتي از جملـه ذخيـره و انتقـال اكـسيژن        سيستم

در .]20[به عهده دارند  ) و سيتوكروم اكسيداز  P-450وم  سيتوكر (O2سازي   فعال و)c و   bسيتوكروم(

 يك كمپلكس پورفيريني از آهن ،"مهِ".كندها يك جايگاه فعال نقش كاتاليستي را ايفا مياين پروتئين

ــت  ــورفيرين(اس ــب پروتوپ ــرو  ) 1IXاغل ــرم ف ــه ف ــن ب ــه در آن آه ــيFe(II)((ك ــه آن م ــد و ب باش

.)4-1شكل(] 21[گويند مي»مفروهِ« يا 2IXفروپروتوپورفيرين

1 Protoporphyrin 
2 Ferro protoporphyrin
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N

NH N

HN

CH3

CH3

H3C

H3C

CO2HCO2H

C
H

CH2

HC CH2

N

N N

N

CH3

CH3

H3C

H3C

CO2HCO2H

C
H

CH2

HC CH2

Fe

(a) (b)

IXساختار پروتوپورفيرين)b( وIXساختار فروپروتوپورفيرين ) a(-4-1شكل

يدازول  ايمبه وسيله است كه موقعيت پنجم آن IXپروتوپورفيرين  فرو،گروه پروستتيك هموگلوبين

 اكسيژن مولكولي اشغال به وسيلهموقعيت ششم آن نيز و بوده هيستيدين به پروتئين گلوبين متصل

اسپين بوده و پر) II( در اين حالت آهن  كه است1»هموگلوبينكسياُدِ« كوئوردينه آن پنجفرم . گرددمي

 بنابراين خارج از ،دشو به طرف هيستيدين كشيده ميكه از حلقه پورفيريني استزرگترشعاع آن ب

)II( آهن ، نام دارد2»هموگلوبينكسياُ«كه ولي در فرم شش كوئوردينه. گيرد ميحلقه پورفيريني قرار

شكل(] 22[گيرد بنابراين داخل حفره پورفيريني قرار مي،شود و شعاع آن كوچكتر مياستاسپين كم

1-5(.

(a) (b)

كسي هموگلوبينساختار اُ) b( و كسي هموگلوبيناُساختار دِ) a(-5-1شكل

1 Deoxyhemoglobin
2 Oxyhemoglobin


