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وپی       ر ایزوت ھ اث رای مطالع الی ب ابعی چگ ھ ت ژوھش، از نظری ن پ انتیومر -در ای ستی ان نش کاتالی ینتیکی روی واک سترایSس ی سوب زیم گل سالاز   آن اکتری Iاک  از ب

ساختار نقاط ایستا در طول مسیر . کلاستر انجام شد-تفاده از روش کوانتومالگوسازی جایگاه فعال، بر اساس ساختار بلوری آنزیم، با اس. استفاده شده است   ایشریچیاکولای
ا الگوی اثر حلال روی نیم. ھا محاسبھ شدند واکنش بھینھ و انرژی مولکول سیل ب دCPCMرخ انرژی پتان شان می.  محاسبھ گردی ایج ن م  نت ھ ات امی ک د، ھنگ م  (H1دھن ات

یابد،  ھای گذار اول و دوم نسبت بھ واکنشگر و حدواسط اول بھ مقدار کمتری کاھش می شود، انرژی حالت وتریم جایگزین میبا د) ھیدروژن متصل بھ کربن کایرال سوبسترا
شاھده می-اثر ایزوتوپی(آید   بھ دست می2 بزرگتر از kH/kDیابد و مقدار  سازی افزایش می بھ طوری کھ انرژی فعال وع اول م ینتیکی ن ن نتیجھ، در تواف). شود س ا ای ق ب

 H2ھمچنین، مشخص شد کھ با جایگزینی اتم . کننده سرعت قرار دارد در مرحلھ تعیینC1-H1 است کھ در آن شکستن پیوند Iاکسالاز  سازوکار واکنش کاتالیستی آنزیم گلی
 بھ دست آید و اثر ایزوتوپی وارونھ 1 کمتر از kH/kDمقدار یابند کھ   ای کاھش می ھای گذار اول و دوم بھ اندازه با دوتریم، انرژی حالت) ھیدروژن گروه الکلی سوبسترا(

  .شود مشاھده می
  

  ی چگالیھ تابعیسینتیکی، سازوکار، نظر-، اثر ایزوتوپیIاکسالاز  گلی آنزیم :كلید واژه

  
  مقدمھ

  
ھ  ول از یک واکنش شیمیایی ب ل قب ازوکار قاب ھ یک س برای این ک

ایش د آزم د، بای ت آی ت ات دس ھ سرنوش ایی ک شکیل  مھ ول ت ا را در ط ھ
د ھا تعیین می فراورده ل گردن وپی. کنند، تجزیھ و تحلی ر ایزوت -مشاھده اث

ایگزینی (سینتیکی  ی از ج کاھش یا افزایش سرعت واکنش شیمیایی، ناش
، شکستن پیوند در مرحلھ )یک اتم در واکنشگر، با ایزوتوپ سنگین آن اتم

ھ دو دستھ -توپیاثر ایزو. تعیین کننده سرعت را نشان می دھد سینتیکی ب
ھ یطبق دی م ود بن ھ : ش ینتیکی اولی وپی س ر ایزوت امی )KIE1(اث ، ھنگ

ین مشاھده می ھ تعی -شود کھ پیوند در برگیرنده ایزوتوپ سنگین در مرحل
ھ  وپی سینتیکی ثانوی ر ایزوت رعت، شکستھ شود، و اث ده س ، )KIE2(کنن

د در برگیرن ھ پیون امی ک رعت واکنش، ھنگ اھش س ی ک وپ، یعن ده ایزوت
سازی ھر دو اثر اولیھ و ثانویھ از تغییر در انرژی فعال. شود شکستھ نمی

رژی اوت در ان ھ تف ھ نتیج نش، ک ی  واک فر ارتعاش ھ ص ای نقط ) ZPE(ھ
وپی. شوند است، ناشی می ر ایزوت -نوع دیگری از اثر ایزوتوپی بھ نام اث

ضور  نش در ح رعت واک ھ در آن س ود دارد ک وس وج ینتیکی معک س
نگینا وپ س ییزوت رایش م ر اف د ت نش. یاب شتر واک ت  در بی سبت ثاب ا، ن ھ

ریم ت دوت ھ حال ریم ب دون دوت ت ب رعت حال وپی س ر ایزوت رای اث -دار، ب
 2، کمتر از 2-15سینتیکی اولیھ، ثانویھ و معکوس، بھ ترتیب در محدوده 

  . ]1[ گزارش شده است 1و کمتر از 
ا  ھای موجود در آنزیم بھ علت تعداد زیاد اتم ا ب ھ آنھ ھا، برای مطالع

ای کوا روش وھ تفاده از الگ الی، اس ابعی چگ انیکی و ت وم مک ای  نت ھ
ک اب  کوچ ر اجتن ت ت ذیر اس و. ناپ رای الگ تر ب اس روش کلاس ازی  اس س

ھای آنزیمی، برش و جدا  ھا و مطالعھ سازوکار واکنش جایگاه فعال آنزیم
وم  بات کوانت ام محاس زیم و انج ال آن اه فع وچکی از جایگ ش ک ردن بخ ک

  .]3و2[کوچک است مکانیکی بر روی این بخش 
اکسالاز، یک سامانھ آنزیمی مھم در بدن جانداران است  سامانھ گلی

  این ماده( است   سلول  درون  از اکسال گلی  متیل زدایی سمیت  مسئولکھ
  

 m.irani@uok.ac.ir :ایمیل نویسنده مسئول

  
نش ر واک می در اث ی س اد م داران ایج لول جان ژه درون س ایی وی ود ھ ). ش

 واکنش داده و باعث شکستن ،DNAھا و   برخی پروتئیناکسال با گلی متیل
روتئین اختار پ ب س رعت  زنجیره نوکلئیک اسیدھا، تخری زایش س ا و اف ھ

ی سامانھ گلی. ]4-6[شود  ھا می جھش  و Iاکسالاز  اکسالاز از دو آنزیم گل
الوآنزیم است، Iاکسالاز  گلی.  تشکیل شده استIIاکسالاز  گلی  کھ یک مت

ره تالایزوم ی تیواس دن ھم ین  ش ی ب ر آنزیم نش غی ھ از واک ایی ک ھ
اتیون اکسال و گ گلی متیل ی) GSH(لوت شکیل م ده دارد ت ر عھ . شوند را ب
 را ھیدرولیز کرده Iاکسالاز  شده توسط گلی محصول ایجادIIاکسالاز  گلی
ی-Dوبھ  دیل م د لاکتات تب ی .کن انتیومر Iاکسالاز  گل ر دو ان ر ھ  S و R ب

ی سترای ھم یسوب ل م تال عم انتیومرتیواس ھ ان ط ب ا را فق د و آنھ           کن
D-S-للاکت ی وی دیل م اتیون تب د گلوت رح. ]7[کن نش 1واره در ط ، واک

  .شده بھ وسیلھ سامانھ گلی اکسالاز نشان داده شده استکاتالیز
شریچیاکولایاکتری شده از ب استخراج Iاکسالاز آنزیم گلی یک     ای

.  آمینو اسید است کھ شامل دو زیر واحد یکسان است135ھمودیمر دارای 
انواده زیم از خ ن آن ی ای روتیینββαβی  ساختار کل ا است  پ اه . ھ در جایگ

ستیدین  ید ھی و اس زیم، دو آمین ن آن ال ای و ،)His-5 و His-74(فع  دو آمین
ید  ک اس ید گلوتامی ھ )Glu-56 و Glu-122(اس ول آب ب ، و دو مولک

ساختار . ]8[اند  صورت ھشت وجھی بھ یک یون فلز نیکل کئوردینھ شده
شان داده شده است2واره جایگاه فعال این آنزیم در طرح اختار .  ن ن س ای

 انسانی متفاوت است، کھ  Iاکسالاز اندکی با ساختار جایگاه فعال آنزیم گلی
 و یون نیکل با یون )Gln(ھای ھیستیدین با گلوتامین  در آن یکی از گروه

  .]9[اند  روی جابجا شده
وع برای واکنش سوبسترای  یSن زیم گل سانی، یک Iاکسالاز  ، آن  ان

ط روش ھ و توس رار گرفت ھ ق ورد توج شتر م ازوکار بی باتی  س ای محاس ھ
ت  ھ اس رار گرفت د ق ورد تایی ازوکا. ]10-12[م ن س رحای  3واره ر در ط

ده است شان داده ش ون . ن دا پروت ازوکار، ابت ن س اس ای ر اس ط H1ب  توس
روه  یGlu-172گ شکیل م دیولات ت ط ان ک حدواس پس ی دا و س ود   ج ش

روه ). اند  نشان داده شده3واره ھا در طرحاسامی اتم( در ادامھ اکسیژن گ
ارا جدا کرده و ھم) H2( پروتون الکلی ،Glu-99کربوکسیل   H1 ن زم

  بھ گروه  شده منتقل  پروتون در پایان،. شود  سوبسترا منتقل میC2بھ اتم 

1401، سال دوم، شماره چھارمجلد /... و حسینی  
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Glu-99 م ط ات نش O2 توس صول واک ذب و مح سترا ج -D-S( سوب
  .گردد تشکیل می) گلوتاتیون لاکتویل

ده در  شان داده ش شنھادی ن ازوکار پی سط س ر ب ار علاوه ب ن ک در ای
 باکتریایی،  Iاکسالاز  بھ آنزیم گلی سوبسترا،S برای انانتیومر 3 وارهطرح

انتیومر -اثر ایزوتوپی ازوکار واکنش ان ر س ستراSسینتیکی ب ن  سوب ی ای
  .کنیم آنزیم را با نظریھ تابعی چگالی بررسی می
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   Iکسالاز ا  گلی  آنزیم فعال جایگاه  ساختار بلوری ) االف(. 2 وارهطرح

 اکسالاز  ساختار بلوری جایگاه فعال آنزیم گلی) ب(انسانی                    
I                    باکتریایی .

  .اکسالاز  سامانھ گلی شده بھ وسیلھ واکنش کاتالیز.1واره طرح
  

  

  محاسبات و الگوسازی
  

 ]14وB3LYP ]13در این پژوھش، ھمھ محاسبات با تابعی ھیبریدی       
ی واکنش . ]15[ انجام شد 09و با استفاده از برنامھ گوسین  اختار ھندس س

ده ت دھن ا، حال ط ھ ذار و حدواس ای گ ھ ھ تفاده از مجموع ا اس ا ب ھ ھ                پای
6-31G+(d) ]16[ ھای کربن، نیتروژن، اکسیژن و ھیدروژن و  برای اتم

. ]17[ھای نیکل و گوگرد بھینھ شده است   برای اتمlanl2dz   پایھ مجموعھ
رژی ن س ان ق ای ای دقی ھھ تفاده از مجموع ا اس ھ اختارھا ب                      پای

6-311++(2d,2p) ت ده اس ت آم ھ دس یط، از . ب ر مح ی اث رای بررس ب
ھ پایھ استفاده و مجموعھ ]CPCM  ]18الگوی حلال ھ بھین -شده در مرحل

ن محاسبات، . سازی استفاده شد ھ در ای ار رفت ھ ک ت دی الکتریک ب         4ثاب
  سازی محیط پروتیین   مقدار استاندارد در الگو  یک  کھ گرفتھ شد، در نظر
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

اشی انجام محاسبات بسامد برای تعیین انرژی نقطھ صفر ارتع. ]3[باشد  می
  .شد

ھ ھ بھین ھ در مرحل ار رفت ھ ک ھ ب ھ پای بات، از مجموع ن محاس ازی در ای س
ھ ھای گزارش انرژی. ھندسی استفاده شد اس معادل ر اس ار ب ن ک شده در ای

  :محاسبھ شده است) 1(
 
      E = E(H) + E(0) + E(S) – E(e)                                  (1) 

  
ھ،       ن معادل ا E(H) در ای بات ب ل از محاس ی حاص رژی الکترون  ان

ی، E(0) مجموعھ پایھ بزرگ،  ھ صفر ارتعاش رژی نقط رژی E(S) ان  ان
ھE(e)حاصل از محاسبات حلال و  اختار بھین شده در  انرژی الکترونی س

گفتنی است کھ مقدار انرژی نقطھ صفر برای . باشد حالت آزاد یا گازی می
- ایزوتوپی برای محاسبات اثر. کند غییر مییک ساختار با تغییر ایزوتوپ ت

 با دوتریم جایگزین و محاسبات بسامد H2  و H1ھای  سینتیکی، ھیدروژن
  .انجام و انرژی صفر ھر حالت محاسبھ شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

  اسیدھا  ھای گلوتاماتھا بھ ترتیب شماره این آمینو اعداد اول و دوم در شماره.  انسانیIاکسالاز   آنزیم گلیSشده سوبسترای  سازوکار پذیرفتھ.3 وارهطرح
  .استدر آنزیم باکتریایی یون روی با یون نیکل جابجا شده . در آنزیم انسانی و باکتریایی ھستند                   
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با ( بر اساس ساختار بلوری آن Iاکسالاز  الگوی جایگاه فعال آنزیم گلی      
د  ت ) 1F9Zک اختھ شده اس ود در . ]8[س ون نیکل موج امل ی و ش ن الگ ای

یGlu-122 و His-74، His-5 ،Glu-56آنزیم و آمینو اسیدھای  باشد   م
رح( ف2واره ط ورت ).  ال ھ ص سترا ب ول سوب مولک

HSCH(OH)COCH3 د ازی ش یدھای .]19[ الگوس و اس ای آمین  انتھ
و و  روه آمین روه کربوکسیل و گ راه گ ھ ھم ا ب ربن آلف جایگاه فعال شامل ک

بھ جای نیتروژن (ھمچنین زنجیر جانبی متصل بھ کربن آلفا الگوسازی شد 
). و کربن متصل بھ کربن آلفا در تمام آمینو اسیدھا ھیدروژن قرار داده شد

ھکربن آلفا و این دو ھیدروژن جایگزین ت  شده در محاسبات بھین ازی ثاب س
این . شده ھمان مسیر پیکره اصلی پروتئین ھستندھای ثابت این اتم. شوند می

ھ در  کردن اتمروش ثابت ھا، ھمان روش استفاده شده توسط سیبان است ک
اختھ. ]20[کارھای قبلی از آن استفاده شده است   69شده دارای الگوی س

  . ساختار آن آورده شده است1باشد کھ در شکل   می الکترون282اتم و 
  

  

  ھای  اتم. شده از جایگاه فعال آنزیم بھ ھمراه سوبستراساختار بھینھ. 1شکل 
  .اند شده با ستاره مشخص شدهثابت            

  
  نتایج و بحث

  
  مسیر واکنش

یم ستا در برای بھ دست آوردن ن اط ای اختار نق رژی واکنش، س رخ ان
بر . بھینھ و سپس انرژی آنھا محاسبھ شد) 3واره طرح(ر واکنش طول مسی

ده  کھ در حالت واکنشH1اساس این سازوکار، ابتدا اتم  ھ ) Re(دھن  C1ب
م  ط ات ت، توس صل اس روه O6مت یGlu-122 گ دا م شکیل   ج ود و ت ش

رحاسامی اتم(دھد  را می) IM1(حدواسط اول واکنش  واره ھا بر اساس ط
سازی این   نام دارد و انرژی فعالTS1ت گذار این مرحلھ حال). باشد  می3

ا . مول محاسبھ شدبر  کیلوکالری7/11مرحلھ از واکنش برابر  دار ب ن مق ای
ر ھای  مول کھ توسط گروهبر کیلوکالری4/14 و 0/13سدھای انرژی  دیگ

 Iاکسالاز  گلی ھای متفاوت برای مرحلھ اول واکنش کاتالیستی آنزیم و روش
انرژی حدواسط اول  .]22و21[ی بھ دست آمده است، ھمخوانی دارد انسان

)IM1 ( رژی بر کیلوکالری7/2بھ اندازه دهواکنشمول از ان ادھن الاتر ھ  ب
  .است

  
-  جدا و ھمO6 از C2 توسط H1پیشنھادی، در مرحلھ دوم سازوکار 

) IM2(شود و حدواسط دوم   کنده میGlu-56 گروه O4 توسط H2زمان 
یTS2این مرحلھ دارای حالت گذار . گردد تشکیل می رژی . باشد  م سد ان

بھ نش محاس ھ دوم واک رای مرحل ده ب الری0/11ش ر کیلوک یب ول م د م . باش
ایینرب کیلوکالری8/1بھ اندازه  IM2انرژی  رژی مول پ ر از ان -واکنشت

صول،  ،IM2پس از تشکیل .  استھادھنده د یک O2برای تشکیل مح  بای
 باشد کھ در حدواسط دوم H2تواند  این پروتون، می. دست آوردپروتون بھ

ان .  متصل است یا پروتون دیگری از محیط آنزیم باشدO4بھ  رای امتح ب
س .  منتقل شدO2 را بھ H2این موضوع،  نتایج محاسبات نشان دادند کھ پ

ی خود H2، این پروتون روی H2-O2از آزادسازی پیوند  ای قبل ھ ج  و ب
)Glu-56 (این امر بھ دلیل تمایل بیشتر . گردد بر میH2 برای برقراری ،

 برای تکمیل ظرفیت O2رو پیشنھاد شد کھ اتم از این. باشد  میO5پیوند با 
شده واکنش از رخ انرژی محاسبھنیم. گیرد حیط میخود یک پروتون از م

  .  رسم شده است2 بھ رنگ قرمز در شکل IM2 تا Reحالت 
  

  سینتیکی-بررسی اثر ایزوتوپی
رکت H2 و H1ھای  از آنجایی کھ اتم ھ طور مستقیم در واکنش ش  ب

ن د، از ای وپیدارن ر ایزوت ھ اث م-رو مطالع ن ات ر ای ا تغیی ینتیکی، ب ھ  س ا ب ھ
و نگینایزوت دروژن پ س ر ھی وم(ت د) دوتری ام ش ھ. انج رای مطالع ر  ب  اث

ھ -ایزوتوپی سینتیکی چھار حالت مختلف از نقاط ایستا، در طول واکنش ب
ھ شده است ر گرفت ر در نظ رح زی ف: ش ت ) ال در : H1=H, H2=Hحال

دروژن ام ھی ت، تم ن حال رژی ای ھ محاسبات ان ول ب ود در مولک ای موج ھ
یصورت ایزوتوپ سبک ھیدر ت ) ب. باشد وژن م : H1=D, H2=Hحال

جایگزین شده و اتم ) D( با دوتریم H1در محاسبات انرژی این حالت، اتم 
H2حالت ) ج.  ھمان ایزوتوپ سبک استH1=H, H2=D : در محاسبات

م  م H2انرژی این حالت، ات ایگزین و ات ریم ج ا دوت وپ H1 ب ان ایزوت  ھم
ت، در محاسبا: H1=D, H2=Dحالت ) د. سبک است ن حال رژی ای ت ان
  .اند  با دوتریم جانشین شدهH2 و H1ھر دو اتم 

رخ بعد از انجام محاسبات مربوطھ با ایزوتوپھای سنگین دوتریوم، نیم
ت نش در حال ژی واک کل ان الا محاسبھ و در ش ای ب دند2ھ م ش ایج .  رس نت

ی شان م رژی  ن طح ان ھ س د ک مReدھ ویض ات ا تع ای  ، ب ا H1ھ ا H2 ی  ب
رژی . مول، پایین آمده است بر  کیلوکالری2 حدود دوتریم، در این کاھش ان

ربن د ک رای پیون ی ب فر ارتعاش ھ ص رژی نقط دن ان ایین آم ی از پ  -ناش
سیژن د اک ا پیون دروژن ی ا -ھی دروژن ب م ھی ویض ات ر تع دروژن، در اث ھی

ی ریم م د دوت م . باش ایگزینی ات ر ج ین در  اث رژی H1ھمچن ریم، ان ا دوت  ب
ھ ) TS1 (حالت گذار اول اھش یافت شگر ک ھ واکن سبت ب ری ن بھ مقدار کمت

ی). مولبر  کیلوکالری1/2 در مقابل 6/1(است  د  م ت پیون وان گف  در H1ت
TS1  با دو اتم مجاورش)C1…H1…O6 (عیف ال ض . شدن استدر ح

رژی در  اھش ان زان ک وپی، می ایی ایزوت ن جابج ر ای ور IM1در اث ھ ط  ب
الری 2حدود ( است Reتقریبی مانند  ر کیلوک شان ). مولب ایج ن ین نت ھمچن

م  می ایگزینی ات ر ج ھ در اث رژی H1دھند ک ریم، ان ا دوت دار TS2 ب ھ مق  ب
ھ  سبت ب ری ن ت Reو  IM1کمت ھ اس اھش یافت ل 4/1( ک  2 در مقاب

الری ول کیلوک د ). برم ر پیون ارت دیگ ھ عب اورش H1ب م مج ا دو ات  ب
)C2…H1…O6 ( درTS2ھ ب ازوکار  در حال ضعیف شدن است ک ا س

م . خوانی دارد- ھم3واره پیشنھادی در طرح از طرف دیگر، با تعویض ات
H2شگر  با دوتریم انرژی رژی واکن دازه ان   ھای حالتھای گذار تقریبا بھ ان

  ھای رخ نیم  را با  سبز رنگ  انرژی رخنیم ( کنند ھا تغییر می و وحدواسط
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دھد  ھمچنین، نتایج نشان می).  مقایسھ کنید3انرژی قرمز و بنفش در شکل 

 با دوتریم، میزان کاھش H2 و H1زمان ھر دو اتم کھ در اثر جانشینی ھم
یبر  کیلوکالری4ھا حدود انرژی برای تمام حالت ھ طور  مول م ھ ب باشد ک

ت رژی در حال اھش ان ای تقریبی برابر با مجموع ک  و H1=D, H2=Hھ
H1=H, H2=Dھتوان  از این امر می. باشد  می ھ گون ت ک ای  نتیجھ گرف ھ

رخ انرژی آبی رنگ نیم(اند  ھای مختلف با ھم تداخل نداشتھ ارتعاشی حالت
  ). مقایسھ کنید2ھای انرژی دیگر در شکل رخرا با نیم
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  ھای انرژی پتانسیل نسبی برای حالت بدون دوتریم و سھ رخ نیم.2شکل 
  .دارحالت دوتریم              

  
  

رژی       ال ان ای فع تھ سبت ثاب ازی و ن دون س ت ب رعت در حال ای س ھ
وم ف دوتری ھ 1دار محاسبھ، و در جدول  دوتریوم و سھ حالت مختل  خلاص

ریم در برای ھر یک از سھ حالت دوتریم. شده است دون دوت دار و حالت ب
رژی  TS1 و Re، اختلاف انرژی بین Ea1، 1جدول  است کھ بھ عنوان ان

ال ھ اول و فع ازی مرحل تس ده اس ھ ش ر گرفت نش در نظ تلاف Ea2. اک ، اخ
دوم  سازی مرحلھ است کھ بھ عنوان انرژی فعال TS2 و IM1انرژی بین 
 و حالت گذار با بیشترین Re، سد انرژی بین Eovھمچنین . باشد واکنش می

ر  است کھ بھ عنوان انرژی فعال) TS2(انرژی  ازی کل واکنش در نظ س
  .گرفتھ شده است

ھ H1 در اثر جایگزینی Ea1، 1ھای جدول  با دادهبا توجھ         با دوتریم ب
   مرحلھ سازی انرژی فعال. مول افزایش یافتھ استبر کیلوکالری6/0اندازه 

  
     نسبت  و مول بر  کیلوکالری بر حسب سازی   فعال ھای  انرژی.1جدول 

  داریومھای دوترھای سرعت حالت بدون دوتریوم و حالت ثابت              
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Ea1 11.7 12.3 11.7 12.2 
Ea2 11.0 11.7 10.7 11.5 
Eov 13.7 14.6 13.5 14.3 
(kH/kD)1 - 2.7 1.0 2.3 
(kH/kD)2 - 3.6 0.6 2.3 
(kH/kD)ov - 4.6 0.7 2.7 

  

  
دازه  با دH2 و H1زمان ھر دو اتم اول واکنش، با تعویض ھم ھ ان ریم ب وت

 با دوتریم تغییری H2مول افزایش یافتھ و با تعویض اتم بر  کیلوکالری5/0
 در مرحلھ اول نقش مستقیم دارد H1دھد کھ اتم  این نشان می. نکرده است

  .گر واکنش است  فقط نظارهH2و اتم 
 با دوتریم H1سازی مرحلھ دوم واکنش، با جایگزینی اتم  انرژی فعال      

م  و با جایگزینی ھم7/0اندازه بھ  ر دو ات ھ H2 و H1زمان ھ ریم ب ا دوت  ب
م بر  کیلوکالری5/0  اندازه ھ H2مول افزایش و با جایگزینی ات ریم ب ا دوت  ب
دھد کھ در  این امر نشان می. مول کاھش یافتھ استبر  کیلوکالری3/0مقدار 
TS2 اتم H1د ست ولی  بیشتر در حال شکستن پیوند با اتم مجاورش ا پیون
H2 با اتم مجاورش در TS2سازی کل  انرژی فعال.  در حال تشکیل است

م  ویض ات ا تع نش ب مH1واک ویض ھ م  و تع ر دو ات ان ھ ا H2 و H1زم  ب
ر  کیلوکالری6/0 و 9/0دوتریم، بھ ترتیب بھ میزان  ا ب ی ب زایش ول مول اف

م  ویض ات دار H2تع ھ مق ریم ب ا دوت ت2/0 ب ھ اس اھش یافت ر در .  ک اث
ھ H2جایگزینی اتم   با دوتریم، انرژی نقطھ صفر حالت گذار دوم، نسبت ب

  .واکنشگر بھ میزان بیشتری کاھش یافتھ است
ت        ھ حال ریم ب دون دوت برای مرحلھ اول واکنش، ثابت سرعت حالت ب

وپی بھ1 ،7/2(kH/kD)دار  دوتریم ر ایزوت انگر اث سینتیکی -دست آمد کھ بی
یا. باشد اولیھ می  I اکسالاز  ین نتیجھ، سازوکار واکنش کاتالیستی آنزیم گل

د  ستن پیون ھ در آن شک ھC1-H1را ک ین  در مرحل ھم  تعی رعت س ده س کنن
  .]24و23[کند  دارد، تایید می

م        ویض ات ا تع نش ب ھ اول واک رای مرحل دار H2ب ریم، مق ا دوت  ب
(kH/kD)1 ،1د ت آم ھ دس وپی ب ر ایزوت انگر اث ھ بی ھ - ک ینتیکی ثانوی س

این امر نیز در توافق با سازوکار پیشنھادی است، زیرا در مرحلھ . باشد می
زمان ھر دو اتم  در اثر جایگزینی ھم.کند  شرکت نمیH2اول واکنش، اتم 

H1 و H2 ھ است و زایش یافت  با دوتریم، سد انرژی مرحلھ اول واکنش اف
سینتیکی اولیھ - بھ دست آمد کھ بیانگر اثر ایزوتوپی1 ،3/2(kH/kD)مقدار 

  .باشد ھای ایزوتوپی می در اثر این جابجایی
م        دار H1ھمچنین در مرحلھ دوم واکنش، با تعویض ات ریم، مق ا دوت  ب

وپی.  حاصل شد2(kH/kD) برای 6/3 ر ایزوت انگر اث ر بی سینتیکی -این ام
ر جابج نش در اث ھ دوم واک ھ در مرحل ومH1ایی اولی ا دوتری ی  ب د م        .باش

   دوم  مرحلھ  در  زیرا  است  پیشنھادی  کار و ساز   با توافق  امر در این
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  ). را ببینید3واره طرح(شکند   میH1-O6واکنش، پیوند 

م        ایگزینی ات ر ج دار H2در اث ریم مق ا دوت ر 2(kH/kD) ب  6/0، براب
وع معکوس -یاین امر بیانگر اثر ایزوتوپ. حاصل شد سینتیکی ثانویھ از ن

ی د م م. باش ویض ھ ا تع ر، ب رف دیگ م از ط ر دو ات ان ھ ا H2 و H1زم  ب
دار  ریم، مق وپی2 ،3/2(kH/kD)دوت ر ایزوت انگر اث ھ بی د ک ل ش - حاص

  . سینتیکی اولیھ است
رژی را دارد شترین ان ذار دوم بی ت گ نش، حال ل واک رای ک ا . ب ب

 بھ دست آمد، کھ 6/4 برابر ov(kH/kD) با دوتریم مقدار H1جایگزینی اتم 
م -بیانگر اثر ایزوتوپی ر تعویض ات رای کل واکنش در اث سینتیکی اولیھ ب

H1م .  با دوتریم است ایگزینی ات ا ج ذار H2ب ت گ رژی حال ریم، ان ا دوت  ب
د  ت و س رده اس دا ک اھش پی شتری ک زان بی ھ می شگر ب ھ واکن سبت ب دوم ن

 ، برابر ov(kH/kD)در نتیجھ، مقدار . انرژی کل واکنش کاھش یافتھ است
سینتیکی ثانویھ از نوع معکوس -دست آمد، کھ بیانگر اثر ایزوتوپی  بھ7/0

زمان ھر دو ولی با تعویض ھم. باشد  می با پروتونH2در اثر جابجایی اتم 
ر  دست  بھ7/2، برابر ov(kH/kD) با دوتریم، مقدار H2 و H1اتم  آمد و اث

  . شد اولیھ مشاھده سینتیکی -ایزوتوپی
  
  گیری نتیجھ

  
 بھ ھمراه Iاکسالاز  در کار حاضر، الگویی از جایگاه فعال آنزیم گلی      

ازوکار -اثر ایزوتوپی. سوبسترا با روش کلاستر ساختھ شد ر س سینتیکی ب
 از Iاکسالاز  گلی سوبسترای آنزیم Sپیشنھادی واکنش کاتالیستی انانتیومر 

. ، با روش تابعی چگالی مورد بررسی قرار گرفت ایشریچیاکولایباکتری 
رکت H2 و H1ھای  از آنجا کھ اتم  سوبسترا بھ طور مستقیم در واکنش ش
م-رو، مطالعھ اثر ایزوتوپیدارند، از این ن ات ا  سینتیکی، با تعویض ای ا ب ھ

م . دوتریم انجام شد ایگزینی ات ر ج ھ در اث ریم، H1نتایج نشان داد ک ا دوت  ب
ھ -سازی کل واکنش افزایش یافتھ و اثر ایزوتوپیانرژی فعال سینتیکی اولی
رای واکنش . شود مشاھده می شنھادی ب ازوکار پی ا س ق ب این نتیجھ در تواف

د Iکاتالیستی آنزیم گلی اکسالاز   در C1-H1 است، کھ در آن شکستن پیون
ی. ]23[مرحلھ تعیین کننده سرعت قرار دارد  شان م ایج ن ین نت د  ھمچن دھن

م  ایی ات ھ جابج وس در H2ک وپی معک ر ایزوت اد اث ث ایج ریم باع ا دوت  ب
 با دوتریوم H2 و H1در حالت کلی با جابجایی ھر دو اتم . شود واکنش می

  .شود  میسینتیکی اولیھ مشاھده-اثر ایزوتوپی
وپی       ر ایزوت ھ-اث ینتیکی اولی ویض س ا تع ھ از H1 ب ر دو مرحل ، در ھ

ی شاھده م نش م ود واک ایی . ش ا جابح ھ ب الی ک وم، در H2در ح ا دوتری   ب
سینتیکی ثانویھ و در مرحلھ دوم واکنش، -مرحلھ اول واکنش، اثر ایزوتوپی

 .شود سینتیکی ثانویھ مشاھده می-اثر ایزوتوپی
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