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*خالد حسینی، بھناز فرشیدفر و مھدی ایرانی  
   ۶۶١٧٧-١۵١٧۵: گروه شیمی، دانشکده علوم پایھ، دانشگاه کردستان، سنندج، ایران، کدپستی

  )1/8/1400: اریخ پذیرش      ت13/2/1400: تاریخ دریافت(
  

 از بѧѧاکتری Iاکѧѧسالاز   آنѧѧزیم گلѧѧی سوبѧѧسترایSسѧѧینتیکی روی واکѧѧنش کاتالیѧѧستی انѧѧانتیومر -در ایѧѧن پѧѧژوھش، از نظریѧѧھ تѧѧابعی چگѧѧالی بѧѧرای مطالعѧѧھ اثѧѧر ایزوتѧѧوپی      

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
اتѧم  (H1دھنѧد، ھنگѧامی کѧھ اتѧم  نتѧایج نѧشان مѧی.  محاسѧبھ گردیѧدCPCMرخ انرژی پتانѧسیل بѧا الگѧوی اثر حلال روی نیم. ھا محاسبھ شدند واکنش بھینھ و انرژی مولکول

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
ق بѧا ایѧن نتیجѧھ، در توافѧ). شѧود سѧینتیکی نѧوع اول مѧشاھده مѧی-اثر ایزوتوپی(آید   بھ دست می2 بزرگتر از kH/kDیابد و مقدار  سازی افزایش می بھ طوری کھ انرژی فعال

 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

  
برای این کѧھ یѧک سѧازوکار قابѧل قبѧول از یѧک واکѧنش شѧیمیایی بѧھ 

ھѧѧا را در طѧѧول تѧѧشکیل  مھѧѧایی کѧѧھ سرنوشѧѧت اتѧѧ دسѧѧت آیѧѧد، بایѧѧد آزمѧѧایش
-مѧشاھده اثѧر ایزوتѧوپی. کنند، تجزیھ و تحلیѧل گردنѧد ھا تعیین می فراورده

کاھش یا افزایش سرعت واکنش شѧیمیایی، ناشѧی از جѧایگزینی (سینتیکی 
، شکستن پیوند در مرحلھ )یک اتم در واکنشگر، با ایزوتوپ سنگین آن اتم

سѧینتیکی بѧھ دو دسѧتھ -توپیاثر ایزو. تعیین کننده سرعت را نشان می دھد
، ھنگѧѧامی )KIE1(اثѧѧر ایزوتѧѧوپی سѧѧینتیکی اولیѧѧھ : شѧѧود بنѧѧدی مѧѧیطبقѧѧھ

-شود کھ پیوند در برگیرنده ایزوتوپ سنگین در مرحلѧھ تعیѧین مشاھده می
، )KIE2(کننѧده سѧرعت، شکѧستھ شѧود، و اثѧر ایزوتѧوپی سѧینتیکی ثانویѧѧھ 

ѧد در برگیرنѧھ پیونѧѧامی کѧنش، ھنگѧرعت واکѧѧاھش سѧی کѧوپ، یعنѧѧده ایزوت
سازی ھر دو اثر اولیھ و ثانویھ از تغییر در انرژی فعال. شود شکستھ نمی

) ZPE(ھѧѧای نقطѧѧھ صѧѧفر ارتعاشѧѧی  واکѧѧنش، کѧѧھ نتیجѧѧھ تفѧѧاوت در انѧѧرژی
-نوع دیگری از اثر ایزوتوپی بھ نام اثѧر ایزوتѧوپی. شوند است، ناشی می

سѧѧѧینتیکی معکѧѧѧوس وجѧѧѧود دارد کѧѧѧھ در آن سѧѧѧرعت واکѧѧѧنش در حѧѧѧضور 
ھѧѧا، نѧѧسبت ثابѧѧت  در بیѧѧشتر واکѧѧنش. یابѧѧد تѧѧر افѧѧرایش مѧѧییزوتѧѧوپ سѧѧنگینا

-دار، بѧѧرای اثѧѧر ایزوتѧѧوپی سѧѧرعت حالѧѧت بѧѧدون دوتѧѧریم بѧѧھ حالѧѧت دوتѧѧریم
 2، کمتر از 2-15سینتیکی اولیھ، ثانویھ و معکوس، بھ ترتیب در محدوده 

  . ]1[ گزارش شده است 1و کمتر از 
ھا، برای مطالعѧھ آنھѧا بѧا  ھای موجود در آنزیم بھ علت تعداد زیاد اتم

ھѧѧѧای  نتѧѧѧوم مکѧѧѧانیکی و تѧѧѧابعی چگѧѧѧالی، اسѧѧѧتفاده از الگѧѧѧوھѧѧѧای کوا روش
سѧѧازی  اسѧѧاس روش کلاسѧѧتر بѧѧرای الگѧѧو. ناپѧѧذیر اسѧѧت تѧѧر اجتنѧѧاب  کوچѧѧک

ھای آنزیمی، برش و جѧدا  ھا و مطالعھ سازوکار واکنش جایگاه فعال آنزیم
کѧѧردن بخѧѧش کѧѧوچکی از جایگѧѧاه فعѧѧال آنѧѧزیم و انجѧѧام محاسѧѧبات کوانتѧѧوم 

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

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

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

  
). شѧѧود ھѧѧایی ویѧѧژه درون سѧѧلول جانѧѧداران ایجѧѧاد مѧѧی سѧѧمی در اثѧѧر واکѧѧنش

 واکنش داده و باعث شکستن ،DNAھا و   برخی پروتئیناکسال با گلی متیل
ھѧا و افѧزایش سѧرعت  زنجیره نوکلئیѧک اسѧیدھا، تخریѧب سѧاختار پѧروتئین

 و Iاکѧسالاز  اکسالاز از دو آنزیم گلѧی سامانھ گلی. ]4-6[شود  ھا می جھش
 کھ یѧک متѧالوآنزیم اسѧت، Iاکسالاز  گلی.  تشکیل شده استIIاکسالاز  گلی

ھѧѧѧایی کѧѧѧھ از واکѧѧѧنش غیѧѧѧر آنزیمѧѧѧی بѧѧѧین  شѧѧѧدن ھمѧѧѧی تیواسѧѧѧتالایزومѧѧѧره
. شѧوند را بѧر عھѧده دارد تѧشکیل مѧی) GSH(لوتѧاتیون اکѧسال و گ گلی متیل
 را ھیدرولیز کرده Iاکسالاز  شده توسط گلی محصول ایجادIIاکسالاز  گلی
 S و R بѧر ھѧر دو انѧانتیومر Iاکѧسالاز  گلѧی .کنѧد لاکتات تبѧدیل مѧی-Dوبھ 

          کنѧѧѧد و آنھѧѧѧا را فقѧѧѧط بѧѧѧھ انѧѧѧانتیومرتیواسѧѧѧتال عمѧѧѧل مѧѧѧیسوبѧѧѧسترای ھمѧѧѧی
D-S-للاکتѧѧѧی ویѧѧѧدیل مѧѧѧاتیون تبѧѧѧد گلوتѧѧѧرح. ]7[کنѧѧѧنش 1واره در طѧѧѧواک ،

  .شده بھ وسیلھ سامانھ گلی اکسالاز نشان داده شده استکاتالیز
یѧک     ایѧشریچیاکولایاکتری شѧده از بѧ اسѧتخراج Iاکѧسالاز آنزیم گلی

.  آمینو اسید است کھ شامل دو زیر واحد یکسان است135ھمودیمر دارای 
در جایگѧاه . ھѧا اسѧت  پѧروتیینββαβی  ساختار کلѧی ایѧن آنѧزیم از خѧانواده

 دو آمینѧѧو ،)His-5 و His-74(فعѧال ایѧن آنѧѧزیم، دو آمینѧو اسѧѧید ھیѧستیدین 
، و دو مولکѧѧѧول آب بѧѧѧѧھ )Glu-56 و Glu-122(اسѧѧѧید گلوتامیѧѧѧک اسѧѧѧید 

ساختار . ]8[اند  صورت ھشت وجھی بھ یک یون فلز نیکل کئوردینھ شده
ایѧن سѧاختار .  نѧشان داده شѧده اسѧت2واره جایگاه فعال این آنزیم در طرح

 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
 انѧسانی، یѧک Iاکѧسالاز  ، آنѧزیم گلѧیSنѧوع برای واکنش سوبسترای 

ھѧѧای محاسѧѧباتی  سѧازوکار بیѧѧشتر مѧѧورد توجѧѧھ قѧرار گرفتѧѧھ و توسѧѧط روش
 3واره ر در طѧѧرحایѧѧن سѧѧازوکا. ]10-12[مѧѧورد تاییѧѧد قѧѧرار گرفتѧѧھ اسѧѧت 

 توسѧѧط H1بѧѧر اسѧاس ایѧѧن سѧازوکار، ابتѧѧدا پروتѧون . نѧشان داده شѧѧده اسѧت
شѧѧود   جѧѧدا و سѧѧپس یѧѧک حدواسѧѧط انѧѧدیولات تѧѧشکیل مѧѧیGlu-172گѧѧروه 

در ادامھ اکѧسیژن گѧروه ). اند  نشان داده شده3واره ھا در طرحاسامی اتم(
 H1 ن زمѧارا جدا کرده و ھѧم) H2( پروتون الکلی ،Glu-99کربوکسیل 

  بھ گروه  شده منتقل  پروتون در پایان،. شود  سوبسترا منتقل میC2بھ اتم 
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Glu-99 مѧѧѧѧط اتѧѧѧѧتوس O2 نشѧѧѧѧصول واکѧѧѧѧذب و محѧѧѧѧسترا جѧѧѧѧسوب )D-S-
  .گردد تشکیل می) گلوتاتیون لاکتویل

در ایѧن کѧار عѧلاوه بѧر بѧسط سѧازوکار پیѧشنھادی نѧشان داده شѧѧده در 
 باکتریایی،  Iاکسالاز  بھ آنزیم گلی سوبسترا،S برای انانتیومر 3 وارهطرح

ی ایѧن  سوبѧستراSسѧینتیکی بѧر سѧازوکار واکѧنش انѧانتیومر -اثر ایزوتوپی
  .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       
سѧاختار ھندسѧی واکѧنش . ]15[ انجام شد 09و با استفاده از برنامھ گوسین 

               پایѧѧѧھ ھѧѧѧا بѧѧѧا اسѧѧѧتفاده از مجموعѧѧѧھ ھѧѧѧای گѧѧѧذار و حدواسѧѧѧط ھѧѧѧا، حالѧѧѧت دھنѧѧѧده
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
                     پایѧѧѧѧѧھ اختارھا بѧѧѧѧѧا اسѧѧѧѧѧتفاده از مجموعѧѧѧѧѧھھѧѧѧѧѧای دقیѧѧѧѧѧق ایѧѧѧѧѧن سѧѧѧѧѧ انѧѧѧѧѧرژی

6-311++(2d,2p) تѧѧده اسѧѧت آمѧѧھ دسѧѧیط، از . بѧѧر محѧѧی اثѧѧرای بررسѧѧب
-شѧده در مرحلѧھ بھینѧھ پایھ استفاده و مجموعھ ]CPCM  ]18الگوی حلال

        4ثابѧت دی الکتریѧک بѧھ کѧار رفتѧھ در ایѧن محاسѧبات، . سازی اسѧتفاده شѧد
  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

سѧѧازی در ایѧѧن محاسѧѧبات، از مجموعѧѧھ پایѧѧھ بѧѧھ کѧѧار رفتѧѧھ در مرحلѧѧھ بھینѧѧھ
شѧده در ایѧن کѧار بѧر اسѧاس معادلѧھ ھای گزارش انرژی. ھندسی استفاده شد

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

  
 انѧѧѧرژی الکترونѧѧѧی حاصѧѧѧل از محاسѧѧѧبات بѧѧѧا E(H) در ایѧѧѧن معادلѧѧѧھ،      

 انѧرژی E(S) انѧرژی نقطѧھ صѧفر ارتعاشѧی، E(0) مجموعھ پایھ بزرگ، 
شѧده در  انرژی الکترونی سѧاختار بھینѧھE(e)حاصل از محاسبات حلال و 

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      
ایѧن الگѧѧو شѧامل یѧѧون نیکѧل موجѧѧود در . ]8[سѧѧاختھ شѧده اسѧѧت ) 1F9Zکѧد 

باشѧد   مѧیGlu-122 و His-74، His-5 ،Glu-56آنزیم و آمینو اسیدھای 
مولکѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧول سوبѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧسترا بѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧھ صѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧورت ).  الѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧف2واره طѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧرح(

HSCH(OH)COCH3 دѧѧѧازی شѧѧѧیدھای .]19[ الگوسѧѧѧو اسѧѧѧای آمینѧѧѧانتھ 
جایگاه فعال شامل کѧربن آلفѧا بѧھ ھمѧراه گѧروه کربوکѧسیل و گѧروه آمینѧو و 

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

سѧازی ثابѧت  شده در محاسبات بھینѧھکربن آلفا و این دو ھیدروژن جایگزین
این . شده ھمان مسیر پیکره اصلی پروتئین ھستندھای ثابت این اتم. شوند می

ھا، ھمان روش استفاده شده توسط سѧیبان اسѧت کѧھ در  کردن اتمروش ثابت
 69شѧده دارای الگѧوی سѧاختھ. ]20[کارھای قبلی از آن استفاده شده اسѧت 

  . 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

رخ انѧرژی واکѧنش، سѧاختار نقѧاط ایѧستا در برای بھ دست آوردن نѧیم
بر . بھینھ و سپس انرژی آنھا محاسبھ شد) 3واره طرح(ر واکنش طول مسی

 C1بѧھ ) Re(دھنѧده  کھ در حالت واکѧنشH1اساس این سازوکار، ابتدا اتم 
شѧѧѧود و تѧѧѧشکیل   جѧѧѧدا مѧѧѧیGlu-122 گѧѧѧروه O6متѧѧѧصل اسѧѧѧت، توسѧѧѧط اتѧѧѧم 

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

ایѧن مقѧدار بѧا . مول محاسبھ شدبر  کیلوکالری7/11مرحلھ از واکنش برابر 
دیگѧر ھای  مول کھ توسط گروهبر کیلوکالری4/14 و 0/13سدھای انرژی 

 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 اندازهѧنشمول از انѧدهواکѧادھنѧالاتر ھѧب 
  .است

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

) IM2(شود و حدواسط دوم   کنده میGlu-56 گروه O4 توسط H2زمان 
سѧد انѧرژی . باشѧد  مѧیTS2این مرحلھ دارای حالت گذار . گردد تشکیل می

. باشѧѧد مѧѧول مѧѧیبѧѧر کیلوکѧѧالری0/11شѧѧده بѧѧرای مرحلѧѧھ دوم واکѧѧنش محاسѧѧبھ
-واکѧنشتѧر از انѧرژی مول پѧایینرب کیلوکالری8/1بھ اندازه  IM2انرژی 

 بایѧد یѧک O2برای تشکیل محѧصول،  ،IM2پس از تشکیل .  استھادھنده
 باشد کھ در حدواسѧط دوم H2تواند  این پروتون، می. دست آوردپروتون بھ

بѧرای امتحѧان .  متصل است یا پروتون دیگری از محیط آنزیم باشѧدO4بھ 
نتایج محاسبات نشان دادند کھ پѧس .  منتقل شدO2 را بھ H2این موضوع، 

 و بѧھ جѧای قبلѧی خѧود H2، این پروتون روی H2-O2از آزادسازی پیوند 
)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 
شѧده واکѧنش از رخ انرژی محاسѧبھنیم. گیرد حیط میخود یک پروتون از م

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

  سینتیکی-بررسی اثر ایزوتوپی
 بѧھ طѧور مѧستقیم در واکѧنش شѧرکت H2 و H1ھای  از آنجایی کھ اتم

ھѧѧا بѧѧھ  سѧѧینتیکی، بѧѧا تغییѧѧر ایѧن اتѧѧم-رو مطالعѧѧھ اثѧѧر ایزوتѧوپیدارنѧد، از ایѧѧن
 اثѧѧر  بѧѧرای مطالعѧѧھ. انجѧѧام شѧѧد) دوتریѧѧوم(تѧѧر ھیѧѧدروژن پ سѧѧنگینایزوتѧѧو

سینتیکی چھار حالت مختلف از نقاط ایستا، در طѧول واکѧنش بѧھ -ایزوتوپی
در : H1=H, H2=Hحالѧت ) الѧف: شѧرح زیѧر در نظѧر گرفتѧھ شѧده اسѧت

ھѧای موجѧѧود در مولکѧѧول بѧѧھ محاسѧبات انѧѧرژی ایѧѧن حالѧت، تمѧѧام ھیѧѧدروژن
: H1=D, H2=Hحالѧت ) ب. باشѧد وژن مѧیصورت ایزوتوپ سبک ھیدر

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

 ھمѧان ایزوتѧوپ H1 بѧا دوتѧریم جѧایگزین و اتѧم H2انرژی این حالت، اتѧم 
ت انѧرژی ایѧن حالѧت، در محاسѧبا: H1=D, H2=Dحالت ) د. سبک است
  .اند  با دوتریم جانشین شدهH2 و H1ھر دو اتم 

رخ بعد از انجام محاسبات مربوطھ با ایزوتوپھای سنگین دوتریوم، نیم
نتѧѧایج .  رسѧѧم شѧѧدند2ھѧѧای بѧѧالا محاسѧبھ و در شѧѧکل انѧژی واکѧѧنش در حالѧѧت

 بѧѧا H2 یѧѧا H1ھѧѧای  ، بѧѧا تعѧѧویض اتѧѧمReدھѧѧد کѧѧھ سѧѧطح انѧѧرژی  نѧѧشان مѧѧی
این کاھش انѧرژی . مول، پایین آمده است بر  کیلوکالری2 حدود دوتریم، در

 -ناشѧѧی از پѧѧایین آمѧѧدن انѧѧرژی نقطѧѧѧھ صѧѧفر ارتعاشѧѧی بѧѧرای پیونѧѧد کѧѧѧربن
ھیѧѧدروژن، در اثѧѧر تعѧѧویض اتѧѧم ھیѧѧدروژن بѧѧا -ھیѧѧدروژن یѧѧا پیونѧѧد اکѧѧسیژن

 بѧѧا دوتѧѧریم، انѧѧرژی H1ھمچنѧѧین در  اثѧѧر جѧѧایگزینی اتѧѧم . باشѧѧد دوتѧѧریم مѧѧی
بھ مقدار کمتѧری نѧسبت بѧھ واکنѧشگر کѧاھش یافتѧھ ) TS1 (حالت گذار اول

 در H1تѧوان گفѧت پیونѧد  مѧی). مولبر  کیلوکالری1/2 در مقابل 6/1(است 
TS1  با دو اتم مجاورش)C1…H1…O6 (عیفѧال ضѧتدر حѧدن اسѧش .

 بѧѧھ طѧѧور IM1در اثѧر ایѧѧن جابجѧѧایی ایزوتѧѧوپی، میѧѧزان کѧѧاھش انѧѧرژی در 
ھمچنѧین نتѧایج نѧشان ). مѧولبѧر کیلوکѧالری 2حѧدود ( اسѧت Reتقریبی مانند 

 بѧھ مقѧدار TS2 بѧا دوتѧریم، انѧرژی H1دھند کѧھ در اثѧر جѧایگزینی اتѧم  می
 2 در مقابѧѧѧѧل 4/1( کѧѧѧѧاھش یافتѧѧѧѧھ اسѧѧѧѧت Reو  IM1کمتѧѧѧѧری نѧѧѧѧسبت بѧѧѧѧھ 

 بѧѧѧا دو اتѧѧѧم مجѧѧѧاورش H1بѧѧѧھ عبѧѧѧارت دیگѧѧѧر پیونѧѧѧد ). برمѧѧѧول کیلوکѧѧѧالری
)C2…H1…O6 ( درTS2ѧھ بѧت کѧازوکار  در حال ضعیف شدن اسѧا س

از طرف دیگر، با تعویض اتѧم . خوانی دارد- ھم3واره پیشنھادی در طرح
H2شگر  با دوتریم انرژیѧرژی واکنѧدازه انѧھای 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
باشѧد کѧھ بѧھ طѧور  مول مѧیبر  کیلوکالری4ھا حدود انرژی برای تمام حالت

 و H1=D, H2=Hھѧای تقریبی برابر با مجموع کѧاھش انѧرژی در حالѧت
H1=H, H2=Dھتوان  از این امر می. باشد  میѧھ گونѧت کѧای  نتیجھ گرفѧھ

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              

  
  

ھѧѧای سѧѧرعت در حالѧѧت بѧѧدون سѧѧازی و نѧѧسبت ثابѧѧتھѧѧای فعѧѧال انѧѧرژی      
 خلاصѧھ 1دار محاسѧبھ، و در جѧدول  دوتریوم و سھ حالت مختلѧف دوتریѧوم

دار و حالت بѧدون دوتѧریم در برای ھر یک از سھ حالت دوتریم. شده است
است کھ بھ عنوان انѧرژی  TS1 و Re، اختلاف انرژی بین Ea1، 1جدول 

، اخѧѧتلاف Ea2. اکѧѧنش در نظѧѧر گرفتѧѧھ شѧѧده اسѧѧتسѧѧازی مرحلѧѧھ اول و فعѧѧال
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

سѧازی کѧل واکѧنش در نظѧر  است کھ بھ عنوان انرژی فعال) TS2(انرژی 
  .گرفتھ شده است

 با دوتریم بѧھ H1 در اثر جایگزینی Ea1، 1ھای جدول  با دادهبا توجھ       
   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 

  

  
وتѧریم بѧھ انѧدازه  با دH2 و H1زمان ھر دو اتم اول واکنش، با تعویض ھم

 با دوتریم تغییری H2مول افزایش یافتھ و با تعویض اتم بر  کیلوکالری5/0
 در مرحلھ اول نقش مѧستقیم 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      

 بѧا دوتѧریم بѧھ H2 و H1زمان ھѧر دو اتѧم  و با جایگزینی ھم7/0اندازه بھ 
 بѧا دوتѧریم بѧھ H2مول افزایش و با جایگزینی اتѧم بر  کیلوکالری5/0  اندازه
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 اѧپیون
H2 با اتم مجاورش در TS2سازی کل  انرژی فعال.  در حال تشکیل است

 بѧѧا H2 و H1زمѧѧان ھѧѧر دو اتѧѧم  و تعѧѧویض ھѧѧمH1واکѧѧنش بѧѧا تعѧѧویض اتѧѧم 
مѧول افѧزایش ولѧی بѧا بѧر  کیلوکالری6/0 و 9/0دوتریم، بھ ترتیب بھ میزان 

اثѧѧѧر در .  کѧѧѧاھش یافتѧѧѧھ اسѧѧѧت2/0 بѧѧѧا دوتѧѧѧریم بѧѧѧھ مقѧѧѧدار H2تعѧѧѧویض اتѧѧѧم 
 با دوتریم، انرژی نقطھ صفر حالت گذار دوم، نسبت بѧھ H2جایگزینی اتم 

  .واکنشگر بھ میزان بیشتری کاھش یافتھ است
برای مرحلھ اول واکنش، ثابت سرعت حالت بѧدون دوتѧریم بѧھ حالѧت       

سѧینتیکی -دست آمد کھ بیѧانگر اثѧر ایزوتѧوپی بھ1 ،7/2(kH/kD)دار  دوتریم
 I اکѧسالاز  ین نتیجھ، سازوکار واکنش کاتالیستی آنزیم گلѧیا. باشد اولیھ می

کننѧѧده سѧѧرعت سѧѧھم  تعیѧѧین  در مرحلѧѧھC1-H1را کѧѧھ در آن شکѧѧستن پیونѧѧد 
  .]24و23[کند  دارد، تایید می

 بѧѧѧا دوتѧѧѧریم، مقѧѧѧدار H2بѧѧѧرای مرحلѧѧѧھ اول واکѧѧѧنش بѧѧѧا تعѧѧѧویض اتѧѧѧم       
(kH/kD)1 ،1دѧѧѧت آمѧѧѧھ دسѧѧѧوپی بѧѧѧر ایزوتѧѧѧانگر اثѧѧѧھ بیѧѧѧھ - کѧѧѧینتیکی ثانویѧѧѧس

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 ت وѧھ اسѧزایش یافتѧبا 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
 بѧا دوتѧریم، مقѧدار H1ھمچنین در مرحلھ دوم واکنش، با تعѧویض اتѧم       

سѧینتیکی -این امѧر بیѧانگر اثѧر ایزوتѧوپی.  حاصل شد2(kH/kD) برای 6/3
ѧѧر جابجѧѧنش در اثѧѧھ دوم واکѧѧھ در مرحلѧѧایی اولیH1ومѧѧا دوتریѧѧی  بѧѧد مѧѧباش.       

   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 

 6/0، برابѧѧر 2(kH/kD) بѧѧا دوتѧѧریم مقѧѧدار H2در اثѧѧر جѧѧایگزینی اتѧѧم       
سینتیکی ثانویھ از نѧوع معکѧوس -یاین امر بیانگر اثر ایزوتوپ. حاصل شد

 بѧѧا H2 و H1زمѧѧان ھѧѧر دو اتѧѧم از طѧѧرف دیگѧѧر، بѧѧا تعѧѧویض ھѧѧم. باشѧѧد مѧѧی
- حاصѧѧѧل شѧѧѧد کѧѧھ بیѧѧѧانگر اثѧѧѧر ایزوتѧѧѧوپی2 ،3/2(kH/kD)دوتѧѧریم، مقѧѧѧدار 

  . سینتیکی اولیھ است
بѧѧѧا . بѧѧѧرای کѧѧѧل واکѧѧѧنش، حالѧѧѧت گѧѧѧذار دوم بیѧѧѧشترین انѧѧѧرژی را دارد

 بھ دست آمد، کھ 6/4 برابر ov(kH/kD) با دوتریم مقدار H1جایگزینی اتم 
سینتیکی اولیھ بѧرای کѧل واکѧنش در اثѧر تعѧویض اتѧم -بیانگر اثر ایزوتوپی

H1م .  با دوتریم استѧایگزینی اتѧا جѧبH2 ذارѧت گѧرژی حالѧریم، انѧا دوتѧب 
دوم نѧѧسبت بѧѧھ واکنѧѧشگر بѧѧھ میѧѧزان بیѧѧشتری کѧѧاھش پیѧѧدا کѧѧرده اسѧѧت و سѧѧد 

 ، 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 
آمد و اثѧر  دست  بھ7/2، برابر ov(kH/kD) با دوتریم، مقدار H2 و H1اتم 

  . شد اولیھ مشاھده سینتیکی -ایزوتوپی
  
  گیری نتیجھ

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

سѧینتیکی بѧر سѧازوکار -اثر ایزوتوپی. سوبسترا با روش کلاستر ساختھ شد
 از Iاکѧسالاز  گلی سوبسترای آنزیم Sپیشنھادی واکنش کاتالیستی انانتیومر 

. ، با روش تابعی چگالی مورد بررسی قرار گرفت ایشریچیاکولایباکتری 
 سوبسترا بھ طور مستقیم در واکѧنش شѧرکت H2 و H1ھای  از آنجا کھ اتم
ھѧا بѧا  سینتیکی، با تعѧویض ایѧن اتѧم-رو، مطالعھ اثر ایزوتوپیدارند، از این

 بѧا دوتѧریم، H1نتایج نشان داد کѧھ در اثѧر جѧایگزینی اتѧم . دوتریم انجام شد
سینتیکی اولیѧھ -سازی کل واکنش افزایش یافتھ و اثر ایزوتوپیانرژی فعال
این نتیجھ در توافѧق بѧا سѧازوکار پیѧشنھادی بѧرای واکѧنش . شود مشاھده می

 در C1-H1 است، کھ در آن شکستن پیونѧد Iکاتالیستی آنزیم گلی اکسالاز 
دھنѧد  ھمچنѧین نتѧایج نѧشان مѧی. ]23[مرحلھ تعیین کننده سرعت قرار دارد 

 بѧѧا دوتѧѧریم باعѧѧث ایجѧѧاد اثѧѧر ایزوتѧѧوپی معکѧѧوس در H2کѧѧھ جابجѧѧایی اتѧѧم 
 با دوتریوم H2 و H1در حالت کلی با جابجایی ھر دو اتم . شود واکنش می

  .شود  میسینتیکی اولیھ مشاھده-اثر ایزوتوپی
، در ھѧѧر دو مرحلѧѧھ از H1 بѧѧا تعѧѧویض سѧѧینتیکی اولیѧѧھ-اثѧѧر ایزوتѧѧوپی      

  بѧѧا دوتریѧѧوم، در H2در حѧѧالی کѧѧھ بѧѧا جابحѧѧایی . شѧѧود واکѧѧنش مѧѧشاھده مѧѧی
سینتیکی ثانویھ و در مرحلھ دوم واکنش، -مرحلھ اول واکنش، اثر ایزوتوپی

 .شود سینتیکی ثانویھ مشاھده می-اثر ایزوتوپی
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