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  چکيده

این آنزیم یک نقش کلیدي را در متابولیسم  .استحاوي یون روي یک متالو آنزیم ، )EC 3.5.4.4(آدنوزین دآمیناز       
. دئوکسی آدنوزین به نوکلئوزید هاي اینوزین و آمونیاك، بازي می کند- 2'پورین و هیدرولیز غیر قابل برگشت آدنوزین و 

. درك برهمکنش آدنوزین دآمیناز با مهارکننده هایش براي ایجاد و توسعه نسل هاي آینده عوامل دارویی ضروري است
و مهارکننده  8برهمکنش هاي بین  اخیر در بررسی. نشان دهندي می توانند این برهمکنش ها را رایانه اشبیه سازي هاي 
و شبیه سازي روش داکینگ ما از  .قرار گرفتمطالعه توسط محاسبه انرژي هاي آزاد اتصال آنها مورد آدنوزین دآمیناز 

نانو  80در مجموع . استفاده کردیمقدرت اتصال این مهارکننده ها به آدنوزین دآمیناز دینامیک مولکولی به منظور بررسی 
کمپلکس نانو ثانیه شبیه سازي دینامیک مولکولی براي  80مهارکننده هاي آزاد و براي  ثانیه شبیه سازي دینامیک مولکولی

در پایان انرژي هاي آزاد اتصال مهارکننده هاي آدنوزین دآمیناز با استفاده از روش انرژي . انجام شد آنزیم- هاي مهارکننده
نقش  غیر قطبیکه برهمکنش هاي نتایج ما به طور واضح نشان دادند . برهمکنش خطی مورد محاسبه قرار گرفتند

نتایج همچنین نشان دادند که جایگاه اتصال این مهارکننده ها . چشمگیري را در تعیین انرژي آزاد اتصال بازي می کنند
ما همچنین دریافتیم که اتصال قویتر . یک پاکت هیدروفوب است که کاملا توسط ریشه هاي هیدروفوب احاطه شده است

. آنزیم می شود- براي مهارکننده هاي قرار گرفته در کمپلکس مهارکننده سطح در دسترس حلال منجر به کاهش بیشتر
با کمترین انرژي آزاد اتصال و بیشترین  آمین- 6- پورین- 9متیل ) بنزیلوکسی((-9 همچنین مشخص شد که مهارکننده

آدنوزین دآمیناز دارد و می تواند براي تعداد پیوند هیدروژنی در میان این مهارکننده ها قدرت اتصال بیشتري به آنزیم 
  . بررسی هاي دقیق تر مطالعات نظري و همچنین مطالعات تجربی مورد استفاده قرار گیرد

 

  :کلمات کلیدي

  .داکینگ، شبیه سازي دینامیک مولکولیانرژي هاي آزاد اتصال، ، آدنوزین دآمیناز، مهارکننده
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 فصل اول

 

 

  

 

  مقدمه

  

  

یک آنزیم کلیدي در متابولیسم پورین است که  و یا آدنوزین آمینوهیدرولاز )EC 3.5.4.4( 1آدنوزین دآمیناز      
دئوکسی آدنوزین را کاتالیز کرده و سبب تولید - 2´دآمیناسیون هیدرولیتیک غیر قابل برگشت آدنوزین و یا 

 .)Saboury et al., 2002( )1- 1شکل ( دئوکسی اینوزین و آمونیاك می شود- 2´متابولیت غیرفعال اینوزین و یا 
عدد دوم بیانگر . عدد اول در شماره آنزیمی این آنزیم بیانگر این است که این آنزیم از گروه هیدرولازها است

اعداد سوم و چهارم نشان دهنده سوبستراهاي . غیر پپتیدي توسط آنزیم است نیتروژن- کربن هیدرولیز پیوندهاي
این آنزیم هستند به طوري که عدد سوم نشان دهنده سوبستراي آمیدین هاي حلقوي است و عدد چهارم نشان 

این آنزیم در تمامی سلول هاي بدن مهره داران  .)Pfrogner, 1967b( دهنده سوبستراي اصلی آدنوزین می باشد
و همچنین توالی آمینو اسیدي این آنزیم وجود دارد و به اشکال مختلف مولکولی و ایزوآنزیمی شناخته شده است 

   .)Chang et al., 1991; Saboury et al., 2002( کاملا حفاظت شده هستند

  

                                                             
1 ADA: Adenosine Deaminase 
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آدنوزین دآمیناز یک آنزیم سیتوزولی است، اما تحقیقات زیادي نشان داده که آدنوزین دآمیناز ممکن است       
از لحاظ فعالیت کاتالیتیکی هیچ . گفته می شود 1دیده شود که به آن اکتو آدنوزین دآمینازروي سطح سلول هم 

سه ایزوفرم مولکولی از آدنوزین دآمیناز . تفاوتی بین آدنوزین دآمیناز سیتوزولی و اکتو آدنوزین دآمیناز وجود ندارد
لی پائین و دیگري با وزن مولکولی بالا دو شکل آدنوزین دآمیناز نوع یک، شکلی با وزن مولکو: شناخته شده است

 آنزیمی با وزن مولکولی بالاست ،ایزوفرم دیگر آدنوزین دآمیناز نوع دو .همراه با یک پروتئین متصل شونده به آنزیم
)Muraoka et al., 1990; Gakis, 1996; Andreasyan et al., 2005(.  این دو ایزوفرم از لحاظpH ثابت بهینه ،

دئوکسی - 2´آدنوزین دآمیناز نوع یک تمایل بیشتري به . میکائیلیس و ویژگی هاي سوبسترا با هم متفاوت اند
بافت ها یافت می شود، در حالیکه آدنوزین دآمیناز نوع دو داراي ویژگی نسبت به  آدنوزین داشته و در تمام

  .)Muraoka et al., 1990; Andreasyan et al., 2005(و در ماکروفاژها وجود دارد آدنوزین بوده 

  

  
 Paul(دئوکسي آدنوزين توسط آنزيم آدنوزين دآميناز - ۲´دآميناسيون غير قابل برگشت آدنوزين و . ۱-۱شکل 

et al., 2005(.  

  

آدنوزین دآمیناز به علت خصوصیات ویژه اي که دارد از جنبه هاي مختلف توجه محققین را به خود معطوف       
آدنوزین و دئوکسی این آنزیم علاوه بر اهمیتی که در فرآیندهاي فیزیولوژیکی از نظر کنترل غلظت . کرده است

 ،3و مقایسه آن با کمپلکس هاي حالت پایه 2آنزیم- سوبسترا گذارمپلکس هاي حالت آدنوزین دارد، در مطالعات ک
  . نیز حائز اهمیت است

                                                             
1 Ecto- adenosine deaminase 
2 Transition state complex 
3 Ground state complex 



 

١٤ 
 

بر اساس خود جزء متالوآنزیم ها است و محققین  جایگاه فعالآدنوزین دآمیناز با دارا بودن یون روي در مرکز       
ه اطلاعات ارزشمندي درباره و با بررسی اثر آنالوگ هاي مختلف بر روي آنزیم ب 1فعالیت- ساختارمطالعات ارتباط 

به طور کلی  .)Wilson et al., 1991(اسیدهاي درگیر در اتصال و فعالیت کاتالیتیکی آنزیم دست یافته اند آمینو
تعدادي از آنالوگ هاي آدنوزین، که داراي اهمیت بالقوه در شیمی درمانی سرطان، ایمنی شناسی و ویروس 

 ,Pfrogner( شناسی هستند، در واقع سوبستراي آدنوزین دآمیناز بوده و بوسیله دآمیناسیون بی اثر می گردند

1967b; Agarwal et al., 1975(. یون موجب عدم فعالیت آنالوگ هاي آدنوزین شده و کاربرد این آنالوگ دآمیناس
به همین منظور محققان اقدام به طراحی و ساخت . ها را در شیمی درمانی ضد ویروسی و سرطان محدود می کند

رو مورد مهارکننده هاي آدنوزین دآمیناز کرده اند به طوري که مهارکننده هاي این آنزیم به عنوان دارو یا کمک دا
  .)Harriman et al., 1992; Cristalli et al., 1994; Pragnacharyulu et al., 1996( استفاده قرار می گیرند

لازم به ذکر است که بسیاري از داروهایی که خاصیت ضد سرطان، ضد ویروسی و آنتی متابولیت دارند توسط       
 ,.Ogilvie, 1982; Kinoshita et al( ا از دست می دهندآدنوزین دآمیناز دآمینه شده و خاصیت اصلی خود ر

راه این داروها و به عنوان کمک دارو می توان از دآمیناسیون با کاربرد مهارکننده هاي آدنوزین دآمیناز هم. )2005
دئوکسی کوفورمایسین -2´به عنوان مثال پنتواستاتین یا . این عوامل شیمی درمانی تا حدود زیادي جلوگیري کرد

ضد  یکی از فعال ترین مهارکننده هاي آدنوزین دآمیناز است که داراي کاربردهاي بالینی در اعمال ضد باکتریایی،
 Klohs and( ویروسی، شیمی درمانی ضد توموري و به عنوان سرکوب کننده سیستم ایمنی در دفع پیوند است

Kraker, 1992; Ibrahim et al., 1995( .است که داراي کاربرد  آدنوزین دآمیناز پنتواستاتین تنها مهارکننده ي
ق تزریق درون وریدي مورد استفاده قرار می گیرد و علاوه بر این در درمان هاي محدود و تنها از طری داردبالینی 

همچنین جهت معالجه . )Terasaka et al., 2005( مورد استفاده قرار می گیردنیز بیماران داراي لوسمی 
و درمان آنمی همولیتیک ناشی از افزایش فعالیت آدنوزین دآمیناز  2هاي لنفاوي غیرعادي سلولاختلالات تکثیر 

اهمیت دیگر مهارکننده هاي آدنوزین دآمیناز نقش آنها در  .)Harriman et al., 1994(نیز داراي کاربرد است 
 Cristalli et al., 1994; Da Settimo et( است 3فعالیت-ختاربسترا و بر پایه ارتباط ساسنتز ترکیبات مشابه سو

al., 2005( .ترا مسئول تشکیل کمپلکس آنزیمکاملا مشخص است که گروه هاي عاملی معینی از آنزیم و سوبس-
آنزیم، امکان طراحی و سنتز مهارکننده  جایگاه فعالبنابراین با بررسی . سوبسترا در یک واکنش آنزیمی هستند

  . هاي جدید وجود دارد

  

 

                                                             
1 Structure- Activity relationship 
2 Lymphoproliferative 
3 Structure Activity Relationships 
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باید انرژي آزاد اتصال این آنزیم در زمان  یشبه منظور بررسی برهمکنش آدنوزین دآمیناز با مهارکننده ها      
کنون محققان بسیاري با استفاده از روش هاي تجربی اقدام به محاسبه تا. با مهارکننده ها محاسبه شود برهمکنش

که از جمله این روش ها می توان به روش . اتصال و در نتیجه طراحی مهارکننده هاي جدید کرده اندآزاد انرژي 
براي تعیین ثابت اتصال مهارکننده به آنزیم، روش میکرو . ، اشاره کرد1هم دماي تیتراسیون میکرو کالریمتر

 ;Saboury et al., 2002( ، به سادگی و با دقت بالا می تواند مورد استفاده واقع شودهم دماکالریمتري تیتراسیون 

Saboury et al., 2004(. و مهارکننده هایش  هاي سوبستراکنش آدنوزین دآمیناز با سوبسترا، آنالوگ درك برهم
. در سطح مولکولی در توسعه نسل جدید عواملی که به عنوان مهارکننده یا سوبسترا عمل می کنند، مهم است

ي می تواند این برهمکنش ها را در سطح مولکولی امتحان کند و ویژگی هاي مهم رایانه اشبیه سازي هاي 
 ,.Marrone et al., 1996; Andreasyan et al( را توصیف کند مهارکننده–سوبسترا و آنزیم–برهمکنش آنزیم

شبیه سازي دینامیک مولکولی و محاسبه انرژي هاي آزاد اتصال مهارکننده ها  همچنین می توان گفت که، .)2005
و کمپلکس آنها با آدنوزین دآمیناز می تواند براي درك ساختاري و دینامیکی رفتار این مولکول ها و کمک به 

دنوزین دآمیناز به منظور درك برهمکنش آ. درك تفاوت در قدرت اتصال این مهارکننده ها مورد استفاده قرار گیرد
با مهارکننده ها و طراحی و توسعه مهارکننده هاي جدید، بسیاري از محققین با بکارگیري روش هاي شیمی 

ي انرژي آزاد اتصال مهارکننده ها به این آنزیم را مورد بررسی قرار داده رایانه امحاسباتی و انجام شبیه سازي هاي 
   .)Marrone et al., 1996; Zarubin et al., 2002a,b; Gleeson et al., 2003; Coi et al., 2006( اند

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                             
5 ITC: Isothermal Titration Calorimetry  
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  ساختار و عملکرد آدنوزين دآميناز ۱- ۱

به منظور درك مکانیسم واکنش کاتالیز شده توسط آدنوزین دآمیناز و سنتز محصولات دارویی موثر، آشکار       
شدن ساختار جایگاه فعال آنزیم و ریشه هاي آمینواسیدي مسئول براي عملکرد و اتصال به سوبسترا و مهارکننده 

 ,.Saboury et al( است کیلو دالتون 5/34ی با وزن تقریبی پروتئینگلیکو آدنوزین دآمیناز . ها ضروري است

توالی آن مورد  1984که در سال آمینواسید تشکیل شده،  311نفرد با که از یک زنجیره ي پلی پپتیدي م ،)2004
توالی هاي آمینواسیدي آدنوزین دآمیناز در تمامی موجودات به شدت حفاظت شده . بررسی قرار گرفته است

روتئین از یک موتیف هشت رشته مطالعات ساختار کریستالی آدنوزین دآمیناز موش نشان داده است که، پ. هستند
گرفته  قرار 1بتا ترمینال بشکه Cهلیکس اضافی تشکیل شده است و جایگاه فعال در انتهاي آلفا  با پنجبتا /آلفا يا

به روي  ساختارهاي کریستالی نشان داده است که آدنوزین دآمیناز یک متالو آنزیم است که از یک مول یون .است
   .)Caiolfa et al., 1998; Coi et al., 2006( )2-1 شکل( یل شده استازاي هر مول پروتئین تشک

  

  

جايگاه و نحوه قرارگير  يون رو  در شکاف عميق  ٢ 1VFLساختار سه بعد  آدنوزين دآميناز با کد. ۲-۱ شکل
  .)Kinoshita et al., 2005( جايگاه فعال

  

                                                             
1 β barrel 

2 PDB: Protein Data Bank 
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یون روي در شکاف عمیق، جایگاه اتصال سوبسترا قرار ساختار کریستالی آدنوزین دآمیناز نشان می دهد که       
، 17، هیستیدین15هیستیدین  از اسید آمینه هاي NE2گرفته است و در یک هندسه چهار ضلعی با سه اتم 

 متصل )3- 1 شکل( آب و یک اتم اکسیژن از یک مولکول 295 آسپارتات از OD2و همچنین  214هیستیدین 
  .)Coi et al., 2006( است

  

  
 Coi( جايگاه فعالبا پنج اتم قرار گرفته در  رو  آدنوزين دآميناز و ارتباط يون جايگاه فعالساختار . ۳-۱ شکل

et al., 2006(.  

  

 ,.Kinoshita et al() 4- 1 شکل(به نام حالت هاي باز و بسته است صورتبندي آدنوزین دآمیناز داراي دو       

. است F0و زیر واحد هیدروفوب  S0زیر واحد هیدروفیل بسته جایگاه فعال داراي دو  صورتبندير حالت د .)2008
هیدروکسیل قند ریبوز  3´و 2´متصل شده و گروه هاي  S0که سوبستراي این آنزیم به زیر واحد می رسد  به نظر

  . متصل می شوند F0به زیر واحد هیدروفوب 
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  .)Kinoshita et al., 2008( ها  باز و بسته جايگاه فعال آدنوزين دآميناز صورتبند . ۴-۱ شکل

  

واقع  185تا آسپارتات  182لوسین  داراي دریچه هایی است که شامل اسکلت اسیدهاي آمینه S0زیر واحد       
 ،باز صورتبندي .است آلفا واقع در زنجیره هاي 73و آلانین  57ترئونین  و زنجیره هاي جانبی بتا رشته هاي در

 F1 داراي جایگاه هاي هیدروفوب اضافی صورتبندياز طرفی این . را بشدت حفاظت می کند S0و  F0جایگاه هاي 
به طوري که پس از اتصال مهارکننده به جایگاه فعال دریچه بسته شده و آنزیم در . در اطراف دریچه است F2و 

در حالتی که آدنوزین دآمیناز  .)Kinoshita et al., 2008( )5-1شکل ( بسته قرار می گیرد صورتبنديحالت 
باز است، یک مولکول آب در انتهاي جایگاه فعال قرار دارد و سوبستراي آدنوزین با دخالت این  صورتبنديداراي 

فنیل آلانین  در نتیجه با حذف این مولکول آب، زنجیره ي جانبی. مولکول آب به جایگاه فعال متصل می شوند
. فعال، سبب حرکت درپوش جایگاه فعال به روي پاکت جایگاه فعال می شودهلیکس جایگاه آلفا  ، واقع در65

بسته و  صورتبنديباز به  صورتبنديسبب تغییر از حالت  65فنیل آلانین  بنابراین حرکت همراه با پیچش
به علت محیط شدیدا هیدروفوب جایگاه فعال دو اسیدآمینه . برهمکنش بین سوبسترا و آدنوزین دآمیناز می شود

بزرگ بوده و برخلاف معمول پروتونه می  pKaجایگاه فعال داراي قرار گرفته در  296و آسپارتات  217گلوتامات 
  .)Phelan et al., 1970(باشند 
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 ,.Kinoshita et al(حدها  جايگاه فعال و تشکيل صورتبند  ها  مختلف جايگاه فعال زيروا. ۵-۱شکل 

2008(.  

  

  مکانيسم عمل آدنوزين دآميناز ۱- ۱-۱

 تالوگرافی آنزیم آدنوزین دآمیناز نشان داده است که یون روي و همچنین ریشه هايیسمطالعات کر      
گلوتامات  ضرورت وجود. آنزیمی شرکت می کننددر دآمیناسیون هیستیدین، گلایسین، گلوتامات و آسپارتات 

یمی ثابت شده است و فعال آنز صورتبنديبراي  262 سیستئین براي کاتالیز آنزیمی و 238و هیستیدین  217
 Mardanyan et( در پایداري جایگاه فعال آدنوزین دآمیناز مشخص شده است تریپتوفان همچنین نقش ریشه هاي

al., 2002( . نشان داده شده است، واکنش کاتالیتیکی آدنوزین دآمیناز مستلزم تشکیل  6- 1همانطور که در شکل
 Gleeson et( یک واسطه از سوبستراي پروتونه شده و حمله نوکلئوفیلی توسط یک مولکول آب فعال شده است

al., 2003(. پیوندهاي  در اینجا آب کاتالیتیک از طریق برهمکنش با یون روي قطبی شده و از طریق ایجاد
پروتون را از مولکول آب  238هیستیدین  .حمله می کند 217و گلوتامات  238هیستیدین  هیدروژنی به

مکانیسم حمله نوکلئوفیلی با . سوبسترا حمله می کند C6کاتالیتیک دریافت کرده و گروه هیدروکسیلات به 
این مکانیسم عملکردي آنزیم توسط محققین بسیاري مورد تأیید قرار  .همراه است چهاروجهیتشکیل حدواسط 

و همکارانش  فریکبه طوري که طی این مطالعات  .)Frick et al., 1986; Gleeson et al., 2003(گرفته است 
)Frick et al., 1986( ، مکانیسم جابجایی دوطرفه حذف و اضافه را براي عملکرد آدنوزین دآمیناز رد کردند و

  .نده امکانیسم نوکلئوفیلی توسط حمله مستقیم آب و نقش آدنوزین دآمیناز به عنوان باز عمومی را تأیید کرد
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  .)Gleeson et al., 2003(واکنش کاتاليتيکي آدنوزين دآميناز و تشکيل کمپلکس ميکائيليس . ۶-۱ شکل

  

 ;Wilson et al., 1988(با مشخص شدن ساختمان اتمی آدنوزین دآمیناز موش توسط ویلسون و همکارانش       

Wilson et al., 1991(  دو مکانیسم براي ، 1هیدروکسی پورین ریبوزید-6و بر اساس برهمکنش بین این آنزیم و
  ):7-1شکل ( عملکرد آنزیم پیشنهاد شده است

  .چهاروجهییک حدواسط تشکیل مکانیسم حذف و اضافه با  .1
 .SN2مکانیسم  .2

یون  به عنوان باز عمومی عمل می کند و 295آسپارتات  نشان داده شده است، 7- 1همانطور که در شکل       
به جهت گیري صحیح  238هیستیدین  به عنوان یک الکتروفیل قوي ملکول آب را فعال نموده و همچنین روي

گلوتامات همچنین . )Wilson et al., 1991( آب کمک کرده و سبب پایدار کردن بار هیدروکسید می شودمولکول 
 N-1به عنوان دهنده یک پروتون به گروه  ،متصل شدهبه آن که هیدروژن مولکول آب  ،و یا به عبارت دیگر 217

نشان داده است که نزدیک ترین منبع  هیدروکسی پورین ریبوزید- 6مطالعات بر روي . سوبسترا عمل می کند
به عنوان  238هیستیدین اگر . می باشد 238هیستیدین  است که کشنده پروتون از آب و 295آسپارتات  پروتون

از . پروتونه شدن مجدد را تسهیل می کند 295آسپارتات  دهنده پروتون عمل کند، نزدیکی آن به باز عمومی
روه هاي قطبی ترك شونده در یک محیط هیدروفوب نامطلوب قرار دارند، محوري و یا گ NH2آنجایی که گروه 

که در آن اضافه شدن آب و حذف آمونیاك  SN2بنابراین مکانیسم . عمر خیلی کوتاهی دارد چهاروجهیحدواسط 
 ,.Wilson et al(به طور همزمان صورت می گیرد، یک راه فرعی ترجیحی نسبت به مکانیسم حذف و اضافه است 

1991(.   

                                                             
1 HDPR: 6-hydroxypurine riboside 


