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 چکیده

آنزیم   ساختار سوم  پایداری  و  تشکیل  در  مهم  عناصر  عنوان  به  آروماتیک  آمینه  اسیدهای  موقعیت  تحقیق حاضر  در 

پراكسیداز تربکوهی دناتوره شده با فلز روی، با كمک آنالیز گرافهای مشتق مرتبه دوم داده های طیف سنجی مورد بررسی قرار  

تکرار در محدوده ماوراء بنفش مرئی از طیف    10افهای جذبی و نشری با  گرفته است. برای این منظور، مشتق مرتبه دوم گر

میکرومولار كلرید روی با كمک نرم افزار متلب تهیه و   100- 500سنجی دورنگنمایی دورانی و فلورسانس برای آنزیم در حضور  

آمینه آروماتیک را بویژه برای مطالعه شده است. نتایج نشان می دهد كه یون روی فشردگی میکروساختارهای اطراف اسیدهای  

میکرو مولار روی، تریپتوفان مستقیما در معرض حلال آبدوست قرار    500تریپتوفان كاهش داده است با اینحال حتی با غلظت  

نمی گیرد. بطوركلی به نظر می رسد كه در واسرشتگی آنزیم توسط فلز روی، تریپتوفان اهمیت بیشتری نسبت به سایر اسیدهای  
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 مقدمه 
( عضو مهمی از گروه پراكسیدازهای گیاهی  Horseradish peroxidase (HRP) ( )EC 1.11.1.7) كوهی پراكسیداز ترب

خنثی و قلیایی    ،است كه اكسیداسیون و پراكسیداسیون انواع تركیبات آلی و غیرآلی را كاتالیز میکند. چندین ایزوآنزیم اسیدی

و پركاربردترین ایزو آنزیم از نظر صنعتی   ترینشناخته شده HRP-Cكه در میان آنها  اندشدهشناسایی و طبقه بندی  HRPبرای 

دالتون است كه به   44000این ایزوآنزیم یک گلیکوپروتئین مونومر با وزن مولکولی  (.  Thomas et al., 2010)  و تحقیقاتی است

. گروه هم كه به عنوان (Lopez  et al., 2014)    م متصل می شودكربوهیدرات و یک گروه هِی  غیركووالان به هشت زنجیره صورت  

گروه پروستتیک آنزیم نیز شناخته می شود از یک گروه پورفیرین همراه با یک یون آهن سه ظرفیتی تشکیل شده و  در فعالیت 

های پورفیرین و یا اتصالات بین یون  كه تغییر قدرت پیوندهای موجود در حلقه  رتیصوهدخالت می كند. ب  اكسیداسیون و احیا

. تحقیقات نشان داده اند كه  (Sun et al., 2010, Vlasits et al., 2010)آهن و پورفیرین منجر به تغییر فعالیت آنزیم می شود

را به شد ت تحت تاثیر قرار می دهد. وجود یونهای مس با وجود سایر عناصر واسطه در محیط اطراف پروتئین، فعالیت آنزیم 

 Chen et)  ( می شودRaphanus sativusغلظت یک میکرومولار منجر به كاهش قابل توجه فعالیت آنزیم پراكسیداز در تربچه ) 

al., 2002)  بر فعالیت آنزیم  . همچنین این نتیجه برای اثرات مهاركنندگی فلزاتی مانند كبالت، سرب، نیکل، آلومینیوم و مولیبدن

 . (Atrooz et al., 2016) تایید شده است  Eruca sativو  Rosmarinus officinalis یپراكسیداز دو گونه

توجه      تنفس سلولی، مطالعهبه  با  تاخوردگی و واسرشتگی این آنزیمها در حضور  ی  نقش آنزیمهای پراكسیداز در 

فراوانی  مهاركننده از اهمیت  تاخوردگی پروتئین، اسیدهای آمینه  (Khan et al., 2014)    برخوردار استها  بر اساس نظریات   .

.  (Sanchez et al., 2008) ویژه تریپتوفان نقش اصلی را در تشکیل هسته مركزی ساختار سه بعدی پروتئین دارنده آروماتیک و ب

گیری فلورسانس ذاتی و یا فلورسانس  ه كمک اندازهبه منظور بررسی فشردگی هسته مركزی تاخوردگی، تغییرات ساختاری ب

 ,Saud et al., 2019)   توسط دانشمندان مختلف انجام شده است (  ANS) نفتالن سولفونیک اسید -آنیلینو ا -8  القایی با كمک

Sáez-Jiménez et al, 2016)ه  دلیل وجود تنها یک اسید آمینه تریپتوفان در توالی اسید آمینهحال ب  . با اینHRP   (117  W  )

 ,.Ohlsson et al)  ها بسیار كمتر استنانومتر نسبت به سایر پروتئین  300-400 یشدت نشر فلورسانس این آنزیم در محدوده

و شدت نشر فلورسانس ذاتی را   كندمی. بعلاوه گروه پروستتیک هم در ساختار این آنزیم به عنوان یک خاموشگر عمل  (1986

 .  (Lasagna et al., 1999) ت قابل توجهی كاهش می دهدبرای این آنزیم به صور

آن است كه فاصله تقریبی اسید آمینه تریپتوفان با جایگاه فعال و گروه   یدهندهنشان HRPساختار كریستالوگرافی    

اطراف تریپتوفان  های    . بنابراین ردیابی موقعیت قرارگیری میکرومحیط(Das & Mazumdar, 1995)   آنگستروم است  12- 18هم  

. علاوه بر  (Lasagna et al., 1999)    می تواند شاخصی از وضعیت واسرشتگی و یا تغییر فعالیت آنزیم در شرایط مختلف باشد

نیز تغییرات ساختار پروتئین    CD  (  Circular Dichroism)های دیگری مانند دورنگ نمایی دورانیطیف سنجی فلورسانس، تکنیک
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های طیف سنجی فلورسانس در مطالعه نه آروماتیک را نشان می دهد. بر این اساس برای حل محدودیتدر محل اسیدهای آمی

نانومتر    250-320در محدوده طول موجی   نیز  آنزیم  CDمی توان از مشتقات درجه دوم طیف جذب    HRPتغییرات ساختار سوم  

به . در این روش، تغیرات جذب هر  (Chudzik et al., 2017)  استفاده كرد سه اسید آمینه تریپتوفان، تیروزین و فنیل آلانین 

كه شکل و مقدار مشتقات طیفها  نجاییآ. از (Ohlsson et al., 1986) پذیر است صورت مجزا و با كمک تجزیه طیف جذبی امکان

حساسیت و دقت    نه تنها به مقدار جذب بلکه به شکل طیف اولیه نیز بستگی دارد، روش آنالیز طیفهای جذبی ماكرومولکولها

طیفهای جذبی خواهد داشت  به آنالیز سنتی  . طیف جذب پروتئین مجموع جذب  (Kendrick et al., 2020)    بالاتری نسبت 

فیزیکی و پراكندگی نور توسط كروموفورها است در حالی كه مشتق دوم به طور موثری نویزهای حاصل از پراكندگی نور و سهم  

. به همین دلیل در این روش، طیفها و پیکهای تداخل یافته  (Dinh et al.,2014)  بین می برد طیفی پیوندهای دی سولفید را از

و گراف حاصل قله های بیشتری نسبت به طیف اولیه خواهد    شوندمیدر طیف اصلی طی فرایند مشتق گیری از یکدیگر جدا  

، موجب تفکیک پیک های نشری حاصل  CDاستفاده از گرافهای مشتق مرتبه دوم برای طیف سنجی فلورسانس نیز مانند  داشت.  

 (.  Abbas et al, 2013از اسیدهای آمینه آروماتیک می شود )

 Shirazi) توجهی كاهش می دهدصورت قابلرا به HRPفعالیت آنزیم  ،مطالعات گذشته نشان داده است كه یون روی

et al., 2017)  كاهش پایداری دمایی    هم و تغییرات ساختاری در محل گروه پروستتیک    موجب بروز. بعلاوه، این فلز همزمان

توجه به اهمیت اسیدهای آمینه آروماتیک بویژه تریپتوفان در ردیابی تغییرات ساختاری آنزیم  . با  (Shirazi, 2019)  آنزیم می شود

HRP  وی، این تحقیق با هدف درک تغییرات ساختاری محیط اطراف اسیدهای آمینه آروماتیک در  و نیز اثر مهاركنندگی فلز ر

HRP    ،نیز  مهار شده با فلز روی روی بر مقدار جذب پرتوهای ماوراء بنفش در    تأثیر غلظتهای مختلف كلریدصورت گرفت و 

اندازه گیری شده و  نانومتر توسط اسیدهای آمینه آروماتیک با كمک طیف سنجی دورن  250-320محدوده   گ نمایی دورانی 

گراف مشتق    یتغییرات هیدروفوبیسیته و فشردگی میکرومحیطهای اطراف اسیدهای آمینه آروماتیک با استفاده از آنالیز تهیه

   .گرفت درجه دوم از طیفهای جذبی مورد بررسی قرار

 ها مواد و روش  

  HRPسیگما خریداری شد.    شركت  از  روی كلرید  و  پتاسیم  فسفات  كوهی، ترب پراكسیداز  آنزیم  لیوفیلیزه  پودر:  مواد

  هم   به  توجه  اب  .تگرف  قرار  استفاده مورد  بعدی  مطالعه های  برای   و  د ش  حل( =pH  7/6پتاسیم )   فسفات  بافردر    mg/ml1با غلظت  

  منظور  این برای  استفاده شده است. Rz  (Reinheitszahl )گیری   اندازه از آنزیم خلوص  درجه به منظور تعیین آنزیم،  بودن دار

  شده  بررسی  ( پروتئین جذب  نانومتر) 280  موج طول  در جذب به  (هم ماكزیمم  جذب ) نانومتر  430  موج طول  در  جذب نسبت

   . میباشد آنزیم قبول قابل معنی خلوص به كه  است  بوده 3 از  بیشتر فوق آنزیمی محلول پارامتر برای  مقدار . است
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درجه خلوص   با  روی  كلرید  غلظت    9/99نمک  با  مطالعات ساختاری   1/0درصد  برای  و  دیونیزه حل  آب  در  مولار 

   .میکرومولار از محلول اولیه تهیه شد 0- 500های غلظت

سانتی متر ثبت شد.    1گراد با كووت های كوارتز  درجه سانتی  25طیف های فلورسانس در  : فلورسانس  طیف سنجی

فلورسانس   فلورسانس در دستگاه طیف سنج  تحریک اسید آمینه    PERKIN ELMERطیف های  به منظور  ثبت شد.  )ژاپن( 

نانومتر ثبت شد. شکاف های تحریک و   300-400نانومتر تهییج و طیف نشری در محدوده  295تریپتوفان، آنزیم در طول موج  

 نانومتر تنظیم شد.   10و  5به ترتیب در  انتشار

در حضور غلظتهای مختلف روی،    HRPبه منظور افزایش دقت در تهیه گرافهای مشتق درجه دوم، طیف فلورسانس  

ی  برای تمامی داده ها محاسبه و به داده  Z scoreبرای این منظور مقدار    .ندگیری، نرمالیزه شدمشتقمرتبه تکرار و قبل از    10

نرمالیزه كردن داده ها و تهیه گراف   (.Abbas et al.,2013اضافه شد به این ترتیب گراف نرمالیزه شده تهیه شده است  )اصلی  

الگوریتم    Mathworks Matlab R2020b v9.9مشتق دوم فلورسانس با استفاده از نرم افزار متلب )   و   Savitzky( و با كمک 

Golay    .محاسبه شده است 

) ژاپن ( و با   Jasco-J-715توسط اسپکتروپلاریمتر    CDدر این تحقیق طیف  :  نمایی دورانیطیف سنجی دورنگ 

  20درجه سانتیگراد ثبت گردید. تمامی داده ها به صورت پیوسته و با سرعت اسکن    25متری در دمای  میلی  1ووت  ككمک  

در    mg/ml  2ند. غلظت پروتئین استفاده شده  اندازه گیری شده ا  نانومتر  250-320در محدوده طول موجی    نانومتر بر دقیقه

بافر در هر تست از گراف نمونه كم شده است. به منظور افزایش دقت محاسبات،    CDمیلی مولار بافر پتاسیم فسفات و گراف    100

 است. ری شده یگ گیری و نرمالیزه كردن، با كمک نرم افزار متلب مشتقتکرار تهیه و پس از میانگین 10برای هر گراف 

 نتایج 

كسیداز در نتیجه  انمایی دورانی در محدوده نور ماوراءبنفش نزدیک برای تغییرات ساختار سوم پروتئین پرگراف دو رنگ

میلی مولار كلرید   100نشان داده شده است. نتایج نشان داده اند كه غلظت    1میانکنش با غلظتهای مختلف كلرید روی در تصویر

است  اختار سوم آنزیم را كاهش داده است با این حال این روند برای سایر غلظتها ادامه دار نبوده  روی به صورت قابل توجهی س

میلی مولار ساختار آنزیم جذب بیشتری را در محل اسیدهای آمینه آروماتیک از خود نشان می دهد   500و    300و در غلظتهای  

كه  است    نانومتر   260-310تر دارای یک قله در محدوده های  نانوم  250-320در محدوده نور    HRP(. همچنین آنزیم  a1)تصویر  

maxλ  تر شیفت پیدا كرده است.  آن در میانکنش با فلز روی به سمت طول موجهای كوتاه 

و فنیل آلانین در شکل گیری گراف ساختار سوم در طیف سنجی    نبا توجه به دخالت سه اسید آمینه تریپتوفان، تیروزی

CD ین سه اسید آمینه در گراف ساختار سوم و برای درک و بررسی نقش هركدام از این اسیدهای آمینه  و تداخل طیف جذبی ا
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تنها یک قله را نشان    a1. درحالی كه گراف  شدتهیه و مورد بررسی    a1در تغییرات ساختاری آنزیم، مشتقات درجه دوم گراف  

و منجر به   كندمیی آمینه آروماتیک را از یکدیگر جدا  هادمی دهد، گرافهای مشتق درجه دوم آن طیف جذبی هر كدام از اسی 

) تصویر    شود مینانومتر    303-315نانومتر و    293-303نانومتر،    276-293نانومتر،    260-275تشکیل چهار قله در محدوده های  

b1و شدت   استر  نانومت  270-300نشاندهنده آن است كه بیشترین تغییرات در محدوده    م(. بررسی گرافهای مشتق درجه دو

 .  رد نانومتر كمترین تغییرات را دا 300-315جذب در محدوده 

 

 

 

 

 

 

( گراف درجه اول  aگراف دورنگنمایی دورانی ساختار آنزیم پراکسیداز در حضور غلظتهای مختلف یون روی.  :1تصویر

 ( گراف مشتق درجه دوم دورنگنمایی دورانی bدورنگنمایی دورانی. 

 

تکنیک طیف سنجی فلورسانس یکی از اختصاصی ترین روشها برای مطالعه و آنالیز میکرومحیط اطراف اسیدهای آمینه  

نانومتر دیده می    325-350، یک پیک در محدوده  HRPآروماتیک است. در طیف فلورسانس ذاتی اسید آمینه تریپتوفان آنزیم  

(. با كمک محاسبه مشتقات درجه دوم داده  a2هش پیدا می كند ) تصویر  شود كه با افزایش غلظت كلرید روی، شدت آن قویا كا

،  337،  333نانومتر( و چهار ماكزیمم )    328های فلورسانس ذاتی، گراف نشر تریپتوفان آنزیم تجزیه و به گرافی با یک مینیمم )  

می غلظتهای كلرید روی كاهش قابل نانومتر در تما  328(. شدت قله در  b-d2نانومتر( تبدیل شده است )تصاویر    347و    341

با اینحال هیچکدام از پیکهای گراف در نتیجه دناتوراسیون    كاهش شدت نشر جزئی است ها  درحالی كه در سایر قله    داردتوجهی  

نگاهی دقیقتر به گرافهای مشتق درجه دوم گویای آن است كه كاهش شدت نشر رابطه    (.3با فلز روی حذف نشده اند )تصویر  

 . می با غلظت كلرید روی داشته است و بعلاوه اندكی شیفت آبی نیز در گرافها دیده می شودمستقی
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مشتق درجه دوم  گراف فلورسانس ذاتی تغییرات ساختار سوم آنزیم پراکسیداز در حضور یون روی. گراف  ( a :2تصویر 

در تمامی گرافها،  .(dمیلی مولار روی )  500( و cمیلی مولار )  300   (،bمیلی مولار )  100در حضور  فلورسانس ذاتی آنزیم

 گراف آبی رنگ مشخصه آنزیم بدون حضور فلز روی است.

 

 

در حضور یون روی حاصل از گراف مشتق دوم   HRPتغییرات شدت نشر فلورسانس تغییرات ساختار سوم آنزیم  ": 3تصویر

 نانومتر.   351،  341، 328های در طول موج 

 بحث 

واحد هلیکس و یک    13ساختاری مشتمل بر    كه  استاسید آمینه    308پراكسیداز تربکوهی آنزیمی با    Cایزوآنزیم  

اسید آمینه فنیل آلانین    20پیوند دی سولفیدی، یک اسید آمینه تریپتوفان،    4كوتاه بتا را می سازند.  در ساختار آنزیم  صفحه  

رغم وجود تنها یک اسید آمینه تریپتوفان در توالی آنزیم،   . علی(Welinder et al., 1979)  و پنج اسید آمینه تیروزین وجود دارد

.  (Kumar et al., 2005) در نظر گرفته می شود HRPاین اسید آمینه به عنوان پروب اصلی فلورسانس در مطالعات ساختار سوم 
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گنمایی دورانی و یا نشر در دورنو  گیری گراف ساختار سوم  شکلدر  با اینحال نمی توان اثر سایر اسیدهای آمینه آروماتیک را  

فلورسانس نادیده گرفت. با كمک محاسبه مشتقات درجه دوم طیف جذبی می توان گراف جذبی هر كدام از اسیدهای آمینه  

بطور كلی هرچه درجه مشتق گیری یک گراف نسبت به یک پارامتر مانند طول موج بیشتر شود  یکدیگر جدا كرد.    زآروماتیک را ا

افزایش پیدا می كند. برای نمونه استفاده از مشتقات درجه دوم گرافهای جذبی پروتئینها در  به همان میزان رزول وشن گراف 

 Nayarنانومتر( می تواند جزئیات ساختاری فراوانی را برای  محقق فراهم كند )    250-320محدوده نور ماوراء بنفش نزدیک )  

et al., 2002  .)كه در گراف مشتقات درجه دوم طیفهای  صورتی هبی را بالا می برد باین نوع از گرافها رزولوشن طیف های جذ

- 295نانومتر و تریپتوفان بین   265-285نانومتر، تیروزین در محدوده  245-270(، گرافهای فنیل آلانین بین 2A/dl2dجذبی ) 

رزولوشن گرافهای جذبی در گراف . این درحالی است كه  (Lucas et al., 2006)   به صورت قله های جدا از هم دیده می شوند  265

تنها   آمینه  اسیدهای  این  صفر  بویژه   1-2درجه  آروماتیک  آمینه  اسیدهای  جذب  تغییرات  رو  این  از  دارند.  رزولوشن  نانومتر 

( dA/dlخوبی قابل مطالعه می شود. بعلاوه درحالی كه گراف مشتق درجه یک ) هتریپتوفان با كمک گراف مشتقات درجه دوم ب

جذب را نسبت به تغییرات طول موج نشان می دهد، مشتق درجه دوم گرافهای جذبی، بیانگر سرعت این تغییرات خواهد   تغییرات

تری نسبت و شکل پر فراز و نشیب  استبود. به همین دلیل این نوع از گرافها نسبت به تغییرات جزئی طیفهای جذبی نیز حساس  

 .  (Chudzik et al., 2017)به گرافهای درجه صفر جذبی دارند

دهد كه یون روی به خوبی می تواند ساختار در حضور كلرید روی نشان می HRPنتایج مطالعه دورنگنمایی دورانی    

. این امر با نتایج حاصل از مطالعات گذشته مبنی بر اثر (a1)تصویر    و از فشردگی آن بکاهد  دهدسوم آنزیم را تحت تاثیر قرار  

حلقه اندولی اسید آمینه تریپتوفان دارای ممان    . بطوركلی( Shirazi, 2018)  مطابقت دارد  HRPمهاركنندگی فلز روی بر آنزیم  

 Vivianرار می گیرد )دوقطبی قوی است كه به شدت تحت تاثیر شرایط فیزیکی بویژه میزان آبدوستی میکرو محیط اطراف خود ق

et al, 2001  .)    بر اساس تصویرb1  و محیط    نیست، تغییر فشردگی میکرومحیطهای اطراف اسیدهای آمینه آروماتیک یکسان

  CDاطراف اسید آمینه های آمینه تیروزین و تریپتوفان به ترتیب كمترین و بیشترین تغییر را از خود نشان داده اند.  شکل طیف  

در گروه اندولی این اسید آمینه    bLو    aLنزدیک توسط تریپتوفان حاصل تداخل دو حالت ممان دوقطبی گذار    نور ماوراءبنفش

 .  (Strickland. ,1974)  (4است )تصویر 

 

 

 

 تریپتوفان  در گروه اندولی اسید آمینه bLو   Laحالت ممان دوقطبی گذار  :4تصویر
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، ممان دو قطبی بزرگی را بر این حالت گذار اعمال می كند و به همین    aLگروه آمین موجود در محور ممان گذار  

نانومتر( را در طیف جذبی می سازد درحالی   280و پیک بزرگی ) در محدوده   استبه شدت به قطبیت محیط حساس  aLدلیل 

ه قطبیت محیط دارد اما به سادگی تحت تاثیر تغییرات انرژی ارتعاشی نانومتر( حساسیت كمتری ب  290) در محدوده    bLكه گذار  

و تیروزین با یکدیگر تداخل دارند اما این    aLمطالعات نشان داده اند كه گراف جذبی      .(Strickland, 1974)    محیط قرار می گیرد

بدون تغییر است و از این رو تغییرات   صدق نمی كند. نتایج این تحقیق نشان می دهد كه طیف اختصاصی تیروزین bLامر برای 

 et al., 2008, Gasymov et alGasymov ,2014 ,.)    ر قطبیت محیط اطراف تریپتوفان مربوط می شودیعمدتا به تغی  aLطیف  

Strickland, 1974) با توجه به اینکه طیفهای جذبی در محدوده .bL   تقریبا بدون تغییراند به نظر می رسد كه در نتیجه واكنش

HRP    .تغییرات  با یون روی، تنها قطبیت میکرومحیطها تغییر كرده و این میانکنش تاثیری بر انرژی های ارتعاشی نداشته است

ه دناتوراسیون دمایی گزارش  ممان دوقطبی تریپتوفان برای برخی پروتئینهای هم دار دیگر مانند بتا لاكتوگلوبولین نیز در نتیج

قرمز در گراف  (.  Halder et al., 2012شده است ) گویای آن است كه قطبیت میکرومحیط اطراف    aLهمچنین وجود شیفت 

افزایش پیدا كرده است و همکارانش )      Ghisaidoobeبر اساس مطالعه  .   (Mozo-Villar, 2002)    اسیدهای آمینه تریپتوفان 

وابسته است و بخش بزرگی از تغییرات    Laانرژی و ممان دوقطبی تریپتوفان به شدت به حالت گذار    (، تغییرات سطوح2014

مطالعات    (.Ghisaidoobe et al., 2014فلورسانس ذاتی این اسید آمینه به این دسته از تغییرات داینامیک مربوط می شود )  

فرایند دناتوراسیون و كاهش ساختا اند كه در  از سایر اسیدهای آمینه آروماتیک  HRPر  گذشته نشان داده  تریپتوفان بیشتر   ،

 ,Khan et al)  دخالت دارد. به نظر می رسد كه این امر به دلیل نزدیکی این اسید آمینه به گروه پروستتیک هم در آنزیم باشد

2014)  . 

نشر فلورسانس تحت  تر وضعیت اسید آمینه با كمک طیف سنجی فلورسانس ذاتی گویای آن است كه  بررسی دقیق

مطالعه آنزیم ها یا تکنیک فلورسانس نسبت به تکنیکهای جذبی  های یون روی به شدت كاهش پیدا می كند.  تاثیر تمامی غلظت

سیگنالهای    CDمانند   بیشتر  یا حساسیت  و  بالاتر  نویز  به  نسبت سیگنال  به  توان  می  آن جمله  از  كه  دارد  بیشتری  مزایای 

های اطراف اسیدهای آمینه آروماتیک ) تریپتوفان، تیروزین، فنیل آلانین( اشاره فیزیکی میکرومحیطفلورسانس به ویژگیهای  

تر پروتئین قرار كرد . با توجه به طبیعت آبگریز اسیدهای آمینه آروماتیک، بویژه تریپتوفان، این اسیدهای آمینه در نواحی مركزی

با كمک محاسبه مشتق درجه دوم،  پروتئین به همین صورت باقی می ماند.  می گیرد و موقعیت فضایی آن تا زمان دناتوراسیون

)   IIنانومتر(، كلاس  330)  Iعبارتند از كلاس كه پیک تقسیم می شود دسته به سه  ناشی از تریپتوفان   طیف نشری فلورسانس

و زمانی بروز می كند    داردستگی  به فشردگی میکرومحیطهای اطراف ب  Iنانومتر(. پیک كلاس    350)  IIIنانومتر( و كلاس    340

میانکنش تریپتوفان با اسیدهای آمینه قطبی سطحی و آب در پیک    .(Abbas et al., 2013)  كه میکرومحیطها كاملا فشرده باشند

با شدت   IIIگیرد پیک كلاس ولی هنگامی كه تریپتوفان به صورت كامل در تماس با آب محیط قرار می شود میدیده  IIكلاس 
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سه كلاس خود را    HRP. آنزیم  (Sun et al., 2010)  و نسبت به پروتئین طبیعی شیفت قرمز پیدا می كند  دهدمیخود را نشان  

 ل دیده می شود، شدت نشر در هر سه طو  2مانطور كه در گراف  نانومتر نشان می دهد. ه  351نانومتر و    341نانومتر،    328در  

اما كاهش نشر در كلاس   است.  Iموج كاهش داشته است  از سایر طول موجها  تر  توجه  برای   قابل  تغییرات ساختاری     چنین 

قیق ساختار (. بر اساس این تحKe et al., 2016در حضور پراكسید هیدروژن نیز گزارش شده است )  HRPدناتوراسیون انزیم  

نانومتر بیشتر از سایرین    329در طول موج    Iسوم در محل اسید آمینه تریپتوفان دچار واسرشتگی جزئی شده و پیک كلاس  

دستخوش تغییر شده است. لازم به ذكر است كه در صورت واسرشتگی كامل آنزیم، یک یا دو كلاس از پیکهای مشتق درجه دوم  

  maxشیف  (، این فرایند كاهش و  2010و همکاران )    Sunبر اساس مطالعات  .  ( t aleAbbas,. 2013در گراف حذف خواهند شد )

(. بررسی تغییرات فلورسانس اسید  Sun et al., 2010در نشر فلورسانس، ناشی از میانکنش تریپتوفان با حلال قطبی می باشد )  

به  (.   Ferrer et al., 2003ژل نیز نتایج فوق را تایید می كند )  -با ماتریکسهای سول  HRPآمینه تریپتوفان در میانکنش انزیم  

از  و تنها  است با فلز روی، ساختار آنزیم به صورت كامل واسرشته نشده HRPاین ترتیب می توان نتیجه گرفت كه در میانکنش 

شدت فشردگی ساختار در محل اسیدآمینه تریپتوفان كاسته می شود. این یافته ها با نتایج سایر تحقیقات مبنی بر واسرشتگی  

( نشان داده است  2006و همکاران )  Putrugalنتایج تحقیقات  همخوانی دارد.    تركیبات شیمیایی مختلفدر حضور   HRPناقص  

اولترافیلتراسیون غشائی آنزیم   به  HRPكه در  با گروههای آهن و كلسیم موجود در آنزیم، منجر  تركیبات غشایی  ، میانکنش 

 (.  Purtugal et al., 2006تغییرات ساختاری در محل اسیدآمینه تریپتوفان و به دنبال آن كاهش فعالیت آنزیم می شود ) 

 گیری نتیجه

گیرد.  شدت تحت تاثیر یونهای فلزی قرار مییکی از آنزیمهای كلیدی در تنفس سلولی است كه فعالیت ان به  HRPآنزیم

با كمک تهیه گرافهای مشتق درجه دوم از گرافهای اصلی اسپکتروفوتومتری این آنزیم در حضور فلز روی، میانکنش اسیدهای 

ید آمینه تریپتوفان مورد برررسی قرار گرفته است. نتایج این تحقیق  آمینه آروماتیک و نیز تغییرات میکرومحیطهای اطراف اس 

دهد و این امر برای  نشان داده است كه یون روی فشردگی ساختار سوم آنزیم در محل اسیدهای آمینه آروماتیک را كاهش می

نتیجه میانک  از سایر اسیدهای آمینه آروماتیک بیشتر است. بعلاوه در  تریپتوفان  فلز روی،  فشردگی اسید آمینه  با  آنزیم  نش 

میکرو مولار روی، اسید آمینه تریپتوفان مستقیما   500میکرومحیطهای اطراف تریپتوفان كاهش پیدا می كند اما حتی با غلظت 

 در معرض حلال آبدوست قرار نمی گیرد و آنزیم به صورت جزئی واسرشته می شود.  
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Abstract 

In the present study, the position of aromatic amino acids as important elements in the formation and 

stability of the tertiary structure of zinc-denatured peroxidase has been investigated with the help of second-

derivative graph analysis of spectroscopic data. For this purpose, the second- derivative of absorption and emission 

graphs with 10 replications in the visible UV range of circular dichroism and fluorescence spectroscopy for the 

enzyme in the presence of 500-100 μM zinc chloride was prepared and studied with the help of MATLAB 

software. The results show that zinc ions reduce the compaction of microstructures around aromatic amino acids, 

especially for tryptophan. However, even at a concentration of 500 μM zinc, tryptophan is not directly exposed to 

the hydrophilic solvent. In general, tryptophan seems to be more important than other aromatic amino acids in 

inhibiting the enzyme by zinc metal. 
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