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Antioksidan  özellikler  ve  geciktirici  lipid  yoluyla  gıda  kalitesini  artırabilirler.

FA,  sırasıyla  Ki  2.02  ve  5.2  μM  ile  karışık  bir  inhibisyon  tipi  gösterdi .  Termodinamik  parametreler,  hidrojen  

bağı  ve  hidrofobik  kuvvetin  olduğunu  gösterdi.

oksidasyon.  Tamamen,  kesin  sonuçlara  varmak  için  daha  fazla  araştırma  yapılması  garanti  edilir,

HA  ve  FA,  gıda  endüstrisinde  sadece  antioksidan  ajanlar  olarak  değil,  aynı  zamanda

sırasıyla  FA-tirozinaz  ve  HA-tirozinaz  etkileşiminde  önemli  bir  rol  oynar.

Son  zamanlarda,  biyosferden  gelen  tirozinaz  inhibitörlerinin  engellenmesi  için  araştırılması

Floresan  deneyleri,  tirozinaz  tersiyer  yapılarında  değişiklikler  göstermiştir.

HA,  tirozinazın  sekonder  yapısını  önemli  ölçüde  tahrip  edemedi,  ancak  FA

Tirozinaz  aktivitesinin  inhibisyonu,  meyvenin  esmerleşmesini  kontrol  edebilir  ve  lezzetini  koruyabilir  ve

gıda  endüstrisinde  istenmeyen  esmerleşme  önemli  ölçüde  artmıştır.  Mantar

tirozinaz,  bulunabilirliği  nedeniyle  kinetik  araştırmalar  için  uygun  bir  modeldir.

tirozinazın  sekonder  yapısı  üzerinde  önemli  bir  etkiye  sahiptir.  moleküler  dy

gıdanın  besin  değeri.  Fulvik  asit  (FA)  ve  humik  asidin  (HA)  ty  üzerindeki  etkileri
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bir  memelide  tirozinaz  ile  yakın  konformasyonel  benzerlik.  Doğal  kaynaklar  ve  bunların

etkili  bileşikler,  tirozinaz  aktivitesi  ve  yapısı  üzerinde  harika  bir  potansiyele  sahip  olabilir.

rosinaz  aktivitesi,  dairesel  dikroizm  (CD)  ve  floresan  kullanılarak  araştırıldı

spektroskopi,  moleküler  yerleştirme  (MD)  ve  moleküler  dinamik  simülasyonları.  HA  ve

namics  bulguları,  minimum  dalgalanmaları  ve  en  düşük  esnekliği  gösterdi.

tirozinaz  inhibisyonu  için  erişilebilir  bir  doğal  kaynak  olarak.

HA-tirozinaz  ve  FA-tirozinaz  etkileşimindeki  kompleks  amino  asitler.  tamamen,

Dolayısıyla  bu  çalışmada  tirozinaz  ve  fulvik  asit  (FA)  arasındaki  etkileşimler  ve

HA  ve  FA,  gıda  endüstrilerinde  ty  için  erişilebilir  bir  doğal  kaynak  olarak  kullanılabilir.

rosinaz  inhibisyonu.

Hümik  asit  (HA)  araştırıldı.  Daha  önce,  HA  ve  FA'nın  sahip  olduğu  gösterilmiştir.

Negar  Taherkhani1  |  Azade  Hikmet1  |  Hüseyin  Piri2  |  Kamahldin  Haghbeen3

©  2022  Wiley  Süreli  Yayınlar  LLC.

Araştırma  Şubesi,  İslami  Azad  Üniversitesi,
Tehran,  Iran  

Olmayan  Önleme  Araştırma  Enstitüsü

Bulaşıcı  Hastalık,  Qazvin  Tıp  Bilimleri  Üniversitesi,  
Qazvin,  İran

Geliş  tarihi:  28  Şubat  2022  |  Revize:  25  Nisan  2022  |  Kabul  tarihi:  17  Mayıs  2022

Biyokimya  ve  Biyofizik

DOI:  10.1111/jfbc.14279

ANAHTAR  KELİMELER

Bölümü,  Ulusal  Enstitüsü

|  1/12

Genetik  Mühendisliği  ve  Biyoteknoloji,

J  Gıda  Biyokim.  2022;46:e14279.  https://
doi.org/10.1111/jfbc.14279

Tehran,  Iran  

Yazışma  Azadeh  

Hikmet,  Biyoloji  Bölümü,  Bilim  ve  Araştırma  
Şubesi,  İslami  Azad  Üniversitesi,  Tahran,  İran.

wileyonlinelibrary.com/journal/jfbc

Biyoloji  Bölümü,  Bilim  ve

Hücresel  ve  Moleküler  Araştırma  Merkezi,

fulvik  asit,  hümik  asit,  moleküler  yerleştirme  (MD),  spektroskopi,  tirozinaz  inhibisyonu

Soyut

Pratik  uygulamalar

Fulvik  ve  hümik  asitlerin  tirozinaza  karşı  yapısal  ve  inhibitör  
etkileri

Machine Translated by Google

www.wileyonlinelibrary.com/journal/jfbc


2  |  MALZEMELER  VE  YÖNTEMLER

2.1  |  Malzemeler
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difenollerin  ve  mono  fenollerin  oksidasyonunu  ve  hidroksilasyonunu  katalize  eder  

(Gheibi  ve  diğerleri,  2015;  Nanok  &  Sansenya,  2020).  Doğal  olarak,  L-3,4-dihidroksifenilalanin  

(L-DOPA)  ve  ayrıca  L-tirozin,  sırasıyla  oksidaz  (difenolaz)  ve  oksijenaz  (monofenolaz)  

aktivitelerinin  substratlarıdır.

Tirozinaz,  L-DOPA  oluşturmak  için  tirozinin  hidroksilasyonunu  katalize  eder.

Hümik  bileşikler,  doğada  en  geniş  dağılıma  sahip  veya  organik  maddeler  

arasındadır  ve  toprak  bilimlerindeki  önemi  150  yılı  aşkın  süredir  kabul  edilmektedir.  

Ayrıca  besin  takviyesi  olarak  hümik  maddeler  önerilmektedir.  Hümik  bileşiklerin  

moleküler  ve  biyokimyasal  etkilerinin  ortak  göstergesiyle  uyumlu  olarak,  bu  bileşikler  

enzimleri  inhibe  etmek  için  sağlam  adaylar  olabilir.  Bu  nedenle,  bu  çalışmada,  

tirozinazın  gıda  endüstrisindeki  etkisi  ve  doğal  kaynakların  ve  bunların  etkili  bileşiklerinin  

tirozinaz  aktivitesi  ve  yapısı  üzerinde  harika  bir  potansiyele  sahip  olabilmesi  nedeniyle,  

tirozinaz  ve  hümik  maddeler  (HA  ve  FA)  arasındaki  etkileşimler )  araştırılmıştır.  Bu  

çalışmada  sunulan  tüm  bilgiler,  gıda  endüstrilerinde  tirozinaz  aktivitesine  karşı  pratik  

ajanların  araştırılmasına  yol  açabilir.

Toprak  organik  maddesinin  yapısal  olarak  özelleşmiş  bir  elementidirler.

(Li  ve  diğerleri,  2021).  Bu  nedenle,  tirozinaz  aktivitesinin  önlenmesi  bilim  adamlarını  

tirozinaz  inhibitörleri  tasarlamaya  yönlendirir.

Ayrıca,  L-DOPA'yı  DOPA  kinine  katalize  eder.  Daha  sonra,  kinonlar  kimyasal  olarak  

melaninlere  ve  diğer  polifenolik  bileşiklere  dönüşür  (Athipornchai  ve  diğerleri,  2021).  

Tirozinaz  ince  kimya  endüstrisinde,  çevresel  uygulamalarda,  gıda  ve  ilaç  dondurmada  

kullanılır.  Memelilerde  melanogenezin  yanı  sıra  sebzelerin,  mantarların  ve  meyvelerin  

esmerleşmesinden  sorumlu  olan  başlıca  enzimdir  (Zhou  ve  diğerleri,  2016).  Gıda  

endüstrisinde,  tirozinazın  aktivitesi  ve  ardından  fenollerin  melanin  oluşturmak  üzere  

oksidasyonu

Tirozinazın  kritik  rolü  nedeniyle,  çeşitli  sentetik  veya  doğal  kaynaklardan  tirozinaz  

inhibitörlerinin  saptanması  üzerine  çok  sayıda  çalışma  yapılmıştır  (Zolghadri  ve  

diğerleri,  2019).  Örneğin,  Pterocarpus  santalinus'ta  doğal  bir  kırmızı  bileşen  olan  

santalinin  antitirozinaz  aktivitesi  bildirilmiştir  (Hridya  ve  diğerleri,  2016).

Hümik  bileşikler  üç  kategoriye  ayrılır:  fulvik  asitler

Anantharaman  ve  ark.  krosin,  norbiksin  ve  biksinin  (apoca  rotenoids  bileşikleri)  

tirozinaz  aktivitesine  karşı  inhibitör  etkiye  sahip  olduğunu  bildirmiştir.  Tirosinaz  

aktivitesinin  krosin  ve  norbiksin  tarafından  inhibisyonunun  karışık  rekabetçi  tipte  

olduğunu  bulmuşlardır.  Bununla  birlikte,  biksin,  tirozinaz  aktivitesini  karışık  tip  bir  

mekanizma  ile  inhibe  etmiştir  (Anantharaman  ve  ark.,  2016).  Aromatik  

tiyosemikarbazonların  tirozinaz  üzerindeki  inhibe  edici  etkileri,  Hałdys  ve  diğerleri  

tarafından  da  araştırılmıştır.  incelenen  moleküllerin  yapısı  ile  inhibitör  aktiviteleri  

arasında  bir  ilişki  olduğunu  sergileyen  kişi  (Hałdys  ve  diğerleri,  2018).  İnsan  tirozinazı  

ile  çalışmanın  karmaşıklığı  ve  memeli  tirozinazı  ile  mantar  tirozinazı  arasındaki  

davranış  benzerlikleri  nedeniyle  mantardaki  tirozinaz  üzerinde  çok  sayıda  kinetik  

araştırma  yapılmıştır  (Hassani  ve  ark.,  2018).  Molekül  ağırlığı  yaklaşık  120  kDa  olan  

mantar  tirozinazı  asimetrik  bir  tetramerdir  (H2L2).  Aktif  mantar  tirozinazının  daha  ağır  

alt  birimlerinin  her  ikisi  de  ~43  kDa'dır  ve  bi  nükleer  Cu  aktif  bölge  taşırken,  mantar  

tirozinazının  daha  hafif  alt  birimlerinde  aktif  bölge  yoktur  (Hassani  ve  diğerleri,  2018).

serbest  formdaki  bileşikler,  tüm  pH  değerlerinde  suda  çözülebilir.  Genel  olarak,  HA'lar,  

sırasıyla  HA'lardan  daha  az  karbon  ve  daha  fazla  oksijen  içeren  FA'lardan  daha  büyüktür  

(Albers  ve  diğerleri,  2008;  Christl  ve  diğerleri,  2008).  Humik  maddeler,  polielektrolit  bir  

yapıya  sahip,  kimyasal  olarak  karmaşık  ve  amorf  bir  yapıya  sahiptir.  HA'larda,  önemli  

tıbbi  veya  farmasötik  özelliklere  sahip  bileşikler  vardır.

Çeşitli  çalışmalar  Hümik  maddelerin  detoksifikasyona  sahip  olduğunu  göstermiştir.

(FA'lar),  humin  ve  hümik  asitler  (HA'lar)  (Peña-Méndez  ve  diğerleri,  2005;

Biyokütlenin  değerli  maddelerinden  biri  olan  humik  maddeler  (HS)

antiinflamatuar,  antikanser,  antiviral,  antiinflamatuar  ve  proinflamatuar,  antiaging  ve  

antidiyabetik  özellikler  (Bondareva  &  Kudryasheva,  2021;  Jacob  ve  diğerleri,  2019;  van  

Rensburg,  2015).  FA  maddelerinin  antibakteriyel,  antienflamatuar,  kırışıklık  önleyici  ve  

detoksifikasyon  etkilerinin  olduğu  daha  da  belirgin  hale  gelmektedir  (Kinoshita  ve  

diğerleri,  2012;  Wahyudi  ve  diğerleri,  2010;  You  ve  diğerleri,  2021).  FA'lar,  HA'lardan  daha  

az  tersinir  redoks  bölgelerine  (örn.,  kinon  parçaları)  ve  daha  düşük  ortalama  moleküler  

ağırlığa  sahiptir,  ancak  HA'lar,  FA'lardan  daha  fazla  renk  ve  aromatiklik  gösterir  (Li  ve  

diğerleri,  2016).  Hümik  bileşiklerin  lizozim  (Tan  ve  diğerleri,  2008,  2009),  Cry1Ab  proteini  

(Sander  ve  diğerleri,  2012;  Tomaszewski  ve  diğerleri,  2012)  ve  sığır  serumu  diğerleri  ile  

etkileşimi

Tan,  2014).  Humin  suda  çözünmez,  serbest  formdaki  HA  bileşikleri  suda  bazik  ve  nötr  

çözeltilerde  çözülebilirken,  FA

gıdanın  lezzetini  ve  besin  değerini  azaltan  istenmeyen bumin  (BSA)  (Guan  ve  diğerleri,  2018)  araştırılmış  ve  elektrostatik  etkileşimlerin  yanı  

sıra  hidrofobik  etkileşimlerin  önemi  belirtilmiştir.

Enzimler  canlı  organizmalarda  biyokimyasal  reaksiyonları  hızlandırır  ve  biyolojik  

süreçlerde  önemli  rol  oynar  (Robinson,  2015).

Agaricus  bisporus  mantar  tirozinazı  (liyofilize  toz,  3600  U/mg,  Ürün  No.  T3824),  3,4-

dihidroksi-L-fenilalanin  (L-DOPA),  fulvik  asit  (C14H12O8,  toz,  Ürün  No.  25195,  Şekil  1a)  

ve  humik  asit  (toz,  Ürün  No.  53680,  Şekil  1b)  Sigma  Co.,  St.  Louis,  MO,  ABD'den  temin  

edilmiştir.  Na2HPO4  ve  NaH2PO4  Merck  Co.,  Almanya'dan  temin  edilmiştir.  Tüm  

denemeler  fosfat  tamponlu  salin  (PBS;  pH  6.8;  10  mM)  içinde  yapıldı.  Tampon,  Barnstead  

Nanopure  tarafından  çift  damıtılmış  su  ile  hazırlandı  (ER  =  18.3  MΏ).

küre,  topraktaki  birçok  kimyasal  ve  fiziksel  süreçten  sorumludur.  Hümik  maddeler,  

hayvansal,  bitkisel  ve  mikrobiyolojik  kaynaklı  yüksek  moleküler  kütleli  maddelerin  

organizasyonu  ile  üretilir.

Tirosinaz  (EC  1.14.18.1),  bitkilerde,  memelilerde  ve  prokaryotlarda  yaygın  olarak  dağıtılan  

iki  işlevli  ve  glikosile  edilmiş  bir  enzimdir.

FA'ların  ve  HA'ların  glutatyon  peroks  idaz  ve  süperoksit  dismutaz  aktivitesine  karşı  

inhibe  edici  etkileri  bildirilmiştir  (Afifi,  2017).
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MD  simülasyon  prosedürü,  GRO  MACS  programı  (sürüm  4.5.4)  
kullanılarak  gerçekleştirildi  ve  tüm  simülasyonlar  için  CHARMM  36  
kuvvet  alanı  kullanıldı  (Lindahl  ve  diğerleri,  2001).  3  noktalı  (TIP3P)  su  
modeli  ile  termoleküler  potansiyelde  aktarılabilir  olarak,  tiroz  inaz,  FA-
tirozinaz  ve  HA-tirozinaz  kompleksleri,  tiroz  inazın  en  uzak  atomundan  
10  Å  uzaklıkta  bir  kübik  kutu  içinde  çözüldü.  Çözücüyü  nötralize  etmek  
için  sisteme  klorür  (Cl- )  ve  sodyum  (Na+)  iyonları  eklendi.  Daha  sonra  

sistemlere  150  mM  CaCl2  ve  NaCl  eklendi.  En  dik  iniş  yöntemi  
kullanılarak  enerji  minimizasyonu  gerçekleştirildi.  Sistemlerin  
dengelenmesine  izin  vermek  için,  tüm  solventler  1  ns  MD  simülasyonu  
ile  dengelendi.

ve  12  uM)  tirosinaz  solüsyonuna  (17  mg/ml)  ilave  edildi  ve  floresan  
incelemeleri  elde  edildi.  PBS  kısımları  eklenerek,  tirozinaz  konsantrasyonu  
ve  numune  hacmi  sabit  tutuldu.  Söndürücü  absorpsiyonundan  üretilen  
emisyon  ve  uyarma  sinyalleri  zayıflamasından  etkilenen  iç  filtre  darbe  
düzeltmesi  için  Denklem  1  uygulandı  (Hekmat  ve  diğerleri,  2021):

Tirozinazın  fulvik  asit  veya  hümik  asit  varlığında  ve  yokluğunda  içsel  
floresansı,  27  ve  37°C'de  1  cm'lik  bir  kuvars  hücre  kullanılarak  bir  
spektro  florometre  (Varian  Cary  Eclipse,  ABD)  aracılığıyla  yapıldı.  Uyarma  
dalga  boyu  280  nm  idi.  Tüm  durumlarda,  10  nm  emisyon  ve  uyarma  
yarıkları  kullanıldı.  FA  veya  HA  (2,  6,  9,

Daha  sonra,  1Å  aralıklı  X,  Y  ve  Z  eksenleri  boyunca  100  ×  94  ×  126  ızgara  
boyutu  ile  yerleştirme  işlemi  gerçekleştirildi.  Daha  sonra  fulvik  asit-
tirozinaz  ve  hümik  asit-tirozinaz'ın  bağlanma  enerjisinin  en  düşük  
değerlerine  ulaşılmıştır.  Bağlanma  serbest  enerjisi  vaat  eden  en  iyi  poz,  
MD  simülasyonlarında  başlangıç  yapısı  olarak  seçildi.

Fülvik  asidin  (giriş  kodu:  5359407)  ve  hümik  asidin  (giriş  kodu:  
90472028)  X-ışını  kristal  yapısı,  NCBI  PubChem  Bileşik  Veritabanından  
sağlandı.  Tirosinaz  kristal  yapısı  (PDB  ID:  2Y9X),  RCSB  Protein  Data  
Bank'tan  (//www.rcsb.  org)  türetilmiştir.  Ligand  için  izin  verilen  
torsiyonları  değerlendirmek  ve  arama  alanı  koordinatlarını  ayırt  etmek  
için,  tüm  girdi  dosyalarını  hazırlamak  için  AutoDock  Tools  programı  
(sürüm  4.2.5.1)  kullanıldı  (Hanai  ve  diğerleri,  2002).

Enzim  aktivitesi,  çeşitli  konsantrasyonlarda  L-DOPA'nın  farklı  sabit  
konsantrasyonları  (0.1,  0.5,  1  ve  1.5  mM)  kullanılarak  ölçüldü.

Reaksiyon,  27°C'lik  sabit  sıcaklıklarda  gerçekleştirildi.

ŞEKİL  1  (a)  hümik  asit  ve  (b)  fulvik  asitin  yapıları.

(1)

Tirozinazın  difenolaz  aktivitesi  için  spektrofotometrik  deney,  hafif  bir  
değişiklikle  önceki  yönteme  göre  incelenmiştir  (Yang  ve  diğerleri,  2016).  
L-DOPA,  dopakroma  dönüşen  o-kinonu  üreten  tirozinazın  substratıdır .  
Difenolaz  aktivitesinin  deneysel  olarak  ölçülebilir  hızı,  doğrudan  
dopakrom  birikimi  belirlenerek  incelenebilir  (Hassani  ve  diğerleri,  2018).  
Bu  nedenle,  UV-2100  Double  Beam  UV/Vis  spektrofotometre  (Çin)  
kullanılarak  ilk  5  dakikada  λmax  =  475  nm  ve  ε  =  3700  M 1  cm-1'de  

dopakrom  oluşum  oranları  belirlendi .  Reaksiyon  ortamı,  PBS  (10  mM,  
pH  6.8)  içinde  1  ml'dir.  Nihai  tirozinaz  konsantrasyonu  17  mg/ml  
olmuştur.  Enzimatik  reaksiyonlar,  taze  bir  tirozinaz  stok  çözeltisi  ve  
substrat  ile  incelendi.

FA  veya  HA  (2,  6,  9  ve  12  uM).  Sonuçlar,  beş  ölçümün  ortalamalarıdır.  

Tirosinazın  maksimum  hızı  (Vm),  Michaelis  sabiti  (Km)  ve  kinetik  
parametreleri,  Lineweaver-Burk  çizimleri  kullanılarak  değerlendirildi.

Uzak  UV-CD  analizi,  27°C'de  0,2  nm  çözünürlük  ve  20  nm  dk-1  hızlı  
tarama  ile  Aviv  Dairesel  Dikroizm  Spektrometresi,  Model  215,  ABD  

kullanılarak  yapıldı .  Tirosinaz  çözeltisine  (17  mg/ml)  FA  (12  μM)  veya  HA  
(12  μM)  eklenerek,  CD  spektrumları,  bir  kuvars  hücre  ve  1  yol  uzunluğu  
aracılığıyla  190–260  nm  dalga  boyu  aralığında  değerlendirildi.  mm.  CD  
spektrumları  çözümleme  yazılımı  (CDNN,  sürüm  2.1)  CD  spektrumlarını  
analiz  etmek  için  uygulandı.

=  Foblar    10(Abex+Abem) 2,

yoğunluğu  ve  düzeltilmiş  floresan  yoğunluğu  sırasıyla  (Pashah  ve  diğerleri,  
2019).
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Abem ,  Abex,  Fobs  ve  Fcorr  emisyon  dalga  boylarının  yanı  sıra  emisyondaki  karışım  

absorpsiyonu,  gözlenen  floresans

2.5  |  Moleküler  dinamik  (MD)  simülasyonu

2.3  |  İçsel  floresan  ölçümleri

2.2  |  Enzim  tahlili  ve  kinetik  parametrelerin  ölçümü

2.4  |  Dairesel  dikroizm  (CD)  ölçümleri
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4/12  | TAHERKHANI  ve  ark.

Farklı  veri  kümelerinin  ortalamasını  değerlendirir.

1  

Ki  Vmaks
Y  -  kesme  =

HA-  tirozinaz  ve  FA-tirozinaz  etkileşimlerinin  IC50'si  sırasıyla  2.43  ve  
8.25  uM  olarak  belirlendi.  Yang  ve  ark.  (2016) ,  içi  boş  nanopartiküllerin  
L-DOPA  oksidasyonunu  4.774  μM'den  daha  düşük  bir  IC50  ile  

sınırladığını  bildirdiler  ve  diğer  inhibitörlerle  karşılaştırıldığında,  
seçtikleri  ligandların  daha  fazla  inhibitör  etkiye  sahip  olduğunu  tespit  

ettiler.  Kojik  asit  analoglarının  (iyi  bilinen  tirozinaz  inhibitörleri)  bildirilen  
IC50  değerleri  1,35–12,5  μM  aralığındadır  (Chen  ve  diğerleri,  2016;  

Zolghadri  ve  diğerleri,  2019).  Ki  ve  α  değerleri,  HA  içermeyen  tirozinaz  
bağlanması  için  2,02  μM  ve  4,95  ve  FA  içermeyen  tirozinaz  bağlanması  

için  5,2  μM  ve  3,51  idi.  Ki  değeri  ne  kadar  küçük  olursa ,  bağlanma  
afinitesi  o  kadar  büyük  olur  ve  ayrıca  enzim  aktivitesini  inhibe  etmek  
için  gereken  ilaç  miktarı  o  kadar  az  olur.  Bu  nedenle,  diğer  inhibitörlerle  
karşılaştırıldığında  (Uesugi  ve  diğerleri,  2017;  Zolghadri  ve  diğerleri,  
2019),  FA  ve  özellikle  HA,  önemli  inhibitör  etkiler  göstermiştir.  FA  ile  
karşılaştırıldığında  HA  için  gelişmiş  inhibe  edici  aktivite,  küçük  
moleküler  substrat  ve  tirozinazın  konumlandırıldığı  farklı  bölmelere  
atfedilebilir.

(3)

27°C'de  tirozinaz  ve  L-DOPA'nın  reaksiyon  karışımlarına  hem  HA  hem  
de  FA'nın  eklenmesi,  bu  bileşiklerin  güçlü  inhibe  edici  etkilerini  
göstermiştir.  İnhibisyon  tipini  anlamak  için,  tirozinaz  için  kinetik  
parametreler  Lineweaver  –  Burk  çiftler  karşılıklı  grafiğinden  (1/V  -  1/
[S])  elde  edildi.  Sonuçlar,  HA  ve  FA'nın  tirozinaza  karşı  doza  bağımlı  bir  
önleyici  etkiye  sahip  olduğunu  gösterdi  (Şekil  2).  Farklı  konsantrasyonlarda  
FA  veya  HA  ilave  edildikten  sonra  Km  (Michaelis  sabiti)  artarken  ve  

Vmax  (maksimum  hız)  düzenli  olarak  azalırken,  çeşitli  düz  çizgiler  
ikinci  kadranda  aynı  noktada  kesişiyordu;  bu ,  FA  ve  HA'nın  karışık  
tip  inhibitörler  olduğunu  gösterir.  tirozinaz  (Yang  ve  diğerleri,  2016).  Bu  
tür  inhibisyon,  HA  ve  FA'nın  hem  tirozinaz-L-DOPA  adaptörlerinde  hem  
de  serbest  tirozinazda  birleştiğini  ortaya  çıkardı.  Karışık  inhibisyon,  
mantar  tirozinaz  aktiviteleri  üzerindeki  kinetik  deneylerinde  tespit  
edilen  yaygın  bir  moddur.  Timol  analogları  (Ashraf  ve  diğerleri,  2015),  
brazilein  (Hridya  ve  diğerleri,  2015),  D-(-)-arabinoz  (Liu  ve  diğerleri,  2012),  
isorhamnetin  (Yu  ve  diğerleri,  2019),  tereftalik  asit  ( Yin,  Si,  Chen  ve  
diğerleri,  2011)  ve  santalin  (Hridya  ve  diğerleri,  2016),  ftalik  asit  (Yin,  Si  
ve  Qian,  2011) ,  difenolaz  aktivitesinin  karışık  tip  inhibitörlerine  bazı  
örneklerdir.

km  eğimi  = ,

(4)

+

.

1 1
(2)

[ S ]  +  Km

izotermal-izobarik  (NPT)  topluluğu  ve  1  ns  MD  simülasyonu

IC50  =

HA  ve  FA'nın  tirosinaza  karşı  belirgin  inhibitör  etkisi,  bu  iki  inhibitörün  
tirosinaz  ile  doğrudan  birleşebileceğini  gösterdi.  HA  ve  FA  ilave  
edildikten  sonra  tirozinazın  üçüncül  yapısındaki  değişimler,  floresan  
spektroskopisi  ile  belirlendi.  Konformasyonel  değişiklikler  hakkında  
bilgi  edinmek  için,  triptofan  floresansı,  tirozinazda  içsel  bir  aromatik  
florofor  olarak  değerlendirilmiştir.  27  ve  37°C'de  çeşitli  HA  ve  FA  
konsantrasyonlarına  sahip  tirozinazın  emisyon  spektrumları  Şekil  3a-
d'de  gösterilmiştir.  Tirozinazın  yoğunluğu,  artan  HA  ve  FA  
konsantrasyonları  ile  düzenli  olarak  azaldı;  bu,  tirozinazın  içsel  
floresansının  HA  ve  FA  tarafından  yoğun  bir  şekilde  söndürülebileceğini  
gösterir  (Ashoka  ve  diğerleri,  2006).  Bu  muhtemelen  biyomolekül  
bağlanmasına,  tirozinaz  denatürasyonuna  veya  tirozinaz  konformasyonel  
modifikasyonlarına  bağlandı.  Bu  sıcaklıklarda  tirozinazın  herhangi  bir  
büyük  yapısal  değişikliğe  uğramadığı  belirtilmelidir.  Tirosinazdaki  
triptofanın  mikro  ortamının  polaritesinin  çok  az  etkilendiğini  ortaya  
koyan  HA  ve  FA  çözeltileri  eklendiğinde,  tirozinaz  floresans  emisyonunun  

λmax,em  değerinde  belirgin  bir  kayma  olmamıştır.  Bizim[HA]  veya  [FA]'ya  karşı  Y-kesişimi  ve  eğiminin  ikincil  replotları  
lineerdi  ( Şekil  2'nin  ekleri),  bu,  HA  ve  FA'nın  tirozinaz  üzerinde  tek  bir  
bağlanma  bölgesine  veya  aynı  bağlanma  bölgeleri  grubuna  sahip  

olabileceğini  gösterir.  İnhibisyon  sabitleri  (Ki ),  HA  ve  FA'nın  serbest  
tirozinaza  bağlanması  için  etkileşim  faktörü  (a)  ve  yarı  maksimum  

inhibe  edici  konsantrasyon  (IC50) ,  Denklem  2-4'ten  elde  edildi  
(Burlingham  &  Widlanski,  2003).

elde  edilen  sonuçlar  Yin  ve  ark.  Kimde  var

,

km  [ ben  _

Veriler  ortalama  ±  standart  sapma  olarak  kaydedildi.

(n  =  5).  ANOVA  (tek  yönlü  varyans  analizi)  kullanıldı.

tirozinaz  ağır  atomları  üzerindeki  konum  kısıtlamalarını  kullanan  
kanonik  (NVT)  toplulukta.  Sistemin  sıcaklığını  300  K'de  sabitlemek  için  
Nose-Hoover  termostat  sabiti  uygulandı.  Ayrıca  sistem  basıncını  1  
bar'da  tutmak  için  Parrinello-Rahman  basınç  eşleme  yöntemi  
kullanılmıştır.  Son  olarak,  tüm  dengelenmiş  sistemler  için,  MD  
simülasyon  işlemi,  yaklaşık  100  ns  için  2  fs'lik  zaman  adımlarıyla  iki  
kez  gerçekleştirildi.  Ek  olarak,  FA-tirozinaz  ve  HA-tirozinaz  
etkileşimlerini  incelemek  için  simülasyon  aracılığıyla  GRO-MACS  
yazılımı  kullanılarak  RMSD  (Kök  Ortalama  Kare  Sapma)  ve  RMSF  (Kök  
Ortalama  Kare  Dalgalanma)  ölçüldü.  Ardından,  MD  simülasyon  
prosedürünün  son  PDB  dosyasını  elde  etmek  için  Pymol  yazılımı  
kullanıldı  (Farasat  ve  diğerleri,  2020;  Gheibi  ve  diğerleri,  2020).

tirozinazı  karışık  tipte  inhibe  eden  ftalik  asidin  eklenmesinden  sonra  
triptofanın  λmax,em  değerinde  belirgin  bir  kayma  tespit  etmemiştir  
(Yin,  Si,  &  Qian,  2011).
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ŞEKİL  2  HA  (a)  ve  FA  (b)  varlığında  tirozinaz  inhibisyonu  için  Lineweaver-Burk  grafikleri.  HA  ve  FA  konsantrasyonları  2,  6,  9  ve  12  uM  idi.  L-DOPA  
konsantrasyonları  0.1,  0.5,  1  ve  ayrıca  1.5  uM  idi.  Ekler,  eğim  grafiğini  veya  dikey  kesişmelere  karşı  inhibitör  konsantrasyonlarını  belirtir.  Çizgiler,  doğrusal  en  
küçük  kareler  uyumu  kullanılarak  çizildi.

F0    F  
=  logKA  +  nlog  [ Q ] .  günlük  F

Bu  denklemde,  F,  F0  Ksv  ve  [Q] ,  sırasıyla  söndürücü  (HA  veya  FA)  ile  floresan  
yoğunluğu,  söndürücü  olmadan  floresan  yoğunluğu,  Stern-Volmer  söndürme  

sabiti  ve  HA  veya  FA  konsantrasyonlarıdır.  Denklem  5'i  uygulayarak ,

(5)

Tirozinazda  bağımsız  ve  eşdeğer  bağlanma  gruplarının  olduğu  varsayılarak,  

her  iki  sıcaklıkta  da  HA-tirozinaz  ve  FA-tirozinaz  için  n  (bağlanma  yeri  sayısı)  ve  

KA  (bağlanma  sabiti)  değerleri  belirlendi.  Denklem  6  ile  birlikte  (Lu  ve  diğerleri,  
2016),  KA  ve  n  hesaplandı  (Tablo  1).

F0/F'ye  karşı  [HA]  veya  [FA]  çekildi.  Şekil  3e,  f'deki  eklerde  gösterildiği  gibi,  
HA  ve  FA  için  deneysel  Stern-Volmer  çizimi  pozitif  bir  sapma  gösterdi.  Sonuç  

olarak,  HA  ve  FA'nın  tirozinaza  bağlanma  mekanizması,  esas  olarak  floresan  

olmayan  kompleksin  oluşumu  (statik  söndürme)  yoluyla  başlatıldı  (Hekmat  

ve  diğerleri,  2021).

F0  
=  1  +  KSV[ Q ] .

(6)

Genellikle,  floresan  söndürme,  dinamik  söndürmenin  yanı  sıra  statik  

söndürme  olarak  da  sınıflandırılır.  Tirosinazın  HA  ve  FA'ya  bağlanma  

mekanizmasını  belirlemek  için  floresan  yoğunluk  verileri  klasik  Stern-Volmer  

denklemi  (Denklem  5)  (Zhang  ve  diğerleri,  2014)  aracılığıyla  değerlendirildi.

1/V  (M/ dk)-1
Tutmak
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Eğim

1/V  (M/ dk)-1
Tutmak
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(B)

3.3  |  Floresan  söndürme  mekanizması

(A)

F

[Hümik  asit ]  (uM)

1/[K]  ( M)-1
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dalga  boyu  (nm)

n  değeri ,  reaksiyon  stokiyometrik  sayısıdır  ve  tirozinazın  yüzeyindeki  

erişilebilir  bağlanma  bölgelerinin  miktarını  gösterir  (Hekmat  ve  diğerleri,  2022).  

Analizimize  göre,  her  iki  sıcaklıktaki  n  değerleri  neredeyse  1'e  eşitti,  bu  da  HA  

veya  FA'nın  bağlanabileceğini  düşündürür.

1:1'lik  bir  eklenti,  yani  bir  molekül  HA  veya  FA'nın  bir  molekül  tirozinaz  ile  

birleşmesi  ve  tirozinazdaki  sadece  bir  bölgenin  HA  veya  FA'ya  reaktif  olması.  

Bu  sonuç,  bir  sistemin  moleküler  popülasyonunun  her  iki  sıcaklıkta  da  

neredeyse  eşit  katkıda  bulunduğunu  önermektedir.

ŞEKİL  3  27°C  (a)  ve  37°C  (b)'de  çeşitli  HA  konsantrasyonları  eklendikten  sonra  tirozinazın  floresan  emisyon  spektrumları;  ve  FA'nın  27°C  (c)  ve  37°C  (d)'de.  
Serbest  tirozinazın  floresan  emisyonu  (1),  artan  inhibitör  konsantrasyonları  (2-5)  ile  floresan  söndürme.  Değişken  HA  (e)  ve  FA  (f)  konsantrasyonlarının  
varlığında  tirozinazın  değiştirilmiş  stern-Volmer  grafiği.  Ek,  çeşitli  inhibitör  konsantrasyonlarının  varlığında  klasik  stern-Volmer  tirozinaz  grafiğini  gösterir.  
Veriler,  üç  bağımsız  ölçüm  ±  SD  aracılığıyla  elde  edilir.

1

5

log  [Hümik  asit]

2

5

0246  8 10
y  =  1,1344x  -  0,9163

R²  =  0,9

3

y  =  1,1952x  -  0,5634  
R²  =  0,97

0

6

4

1

R²  =  0,9675

günlük  [Fulvik  asit]

300

200

3600  310 385

400

100

410335

1

5

3.4

1.9

2.4

0.9

1.4

2 4  6 8

2.9

0.4
100

335 385

300

410

200

100

0  310 360

400

(D)

(Bu)

(C)
(F)

(A)

(B)

0,5

-0.5

0.2

1

0.4 0.8
-1

27  °C

37  °C

1 1.2-0.6

[Hümik  asit](uM)

0

0.6-0.4 -0.2 0

y  =  1,1248x  -  1,0293  R²  =  
0,9975

R²  =  0,9958

y  =  0,9503x  -  2,5853  R²  =  
0,9382

17454514,  2022,  10,  İndirildi  https:// onlinelibrary.wiley.com/ doi/ 10.1111/ jfbc.14279  Yeditepe  Üniversitesi  Kutuphan  Md.  Kullanım  kuralları  için  Wiley  Online  Library'deki  Hüküm  ve  Koşullara  (https:// onlinelibrary.wiley.com/ terms- and- conditions)  bakın;  AE  makaleleri  geçerli  Creative  Commons  Lisansına  tabidir
Floresan  Yoğunluğu  (au)

F0/ F

Floresan  Yoğunluğu  (au)

Floresan  (au)

günlük  F0- F/F

Floresan  Yoğunluğu  (au)

günlük  F0- F/F

F0/ F

dalga  boyu  (nm)

1

5

dalga  boyu  (nm)

6/12  | TAHERKHANI  ve  ark.

dalga  boyu  (nm)

Machine Translated by Google



G°

-28,55

2,73  ×  105

-828,42FA-tirozinaz

307.4627

(°C)

9,36  ×  104

(kJ  mol-1)

1.2

S°

-29,32

0.9

ΔH°

-20.27

1.2

37

37

1,21  ×  105

(J  Mol 1  K 1)(kJ  mol-1)

27

HA-tirozinaz

2,6  ×  103

-277,08

62.91

T

-32.40

1.1

17454514,  2022,  10,  İndirildi  https:// onlinelibrary.wiley.com/ doi/ 10.1111/ jfbc.14279  Yeditepe  Üniversitesi  Kutuphan  Md.  Kullanım  kuralları  için  Wiley  Online  Library'deki  Hüküm  ve  Koşullara  (https:// onlinelibrary.wiley.com/ terms- and- conditions)  bakın;  AE  makaleleri  geçerli  Creative  Commons  Lisansına  tabidir
[ ]  x  10-3  (derece.cm2.dmol-1)

3.4  |  Bağlayıcı  kuvvet  tayini

(c)  
(b)  
(a)

3.5  |  İkincil  yapı  analizi

G

S

=  -  RTlnK

KA ,  mutlak  sıcaklık  (T)  ve  evrensel  gaz  sabiti  (R)  kullanılarak  standart  Gibbs  
serbest  enerji  değişimi  (ΔG°) ,  Denklem  7'den  belirlenebilir  (Ahmad  ve  diğerleri,  

2011;  Hekmat  ve  Saboury,  2019) :

ΔG°  büyüklükleri  HA  ve  FA  için  her  iki  sıcaklıkta  hesaplanmıştır  (Tablo  1).  ΔG°'  

nin  negatif  değerleri,  HA  veya  FA'nın  tirozinaza  bağlanmasının  kendiliğinden  

olduğunu  gösterir  (Rahman  ve  diğerleri,  2019).  Van't  Hoff  denklemi  (Denklem  8)  

kullanılarak  entropi  değişimi  (ΔS°)  ve  entalpi  değişimi  (ΔH°)  değerleri  belirlendi  

(Hekmat  ve  Saboury,  2019).

(8)

Tirozinazın  CD  spektrumları,  ~222  nm  ve  ~212  nm'de  iki  negatif  maksimum  

gösterdi  (Şekil  4),  bu  da  n–π*

  ΔH .

geçişin  yanı  sıra  α-sarmal  yapısının  π  –  π  *  geçişi

ŞEKİL  4  Hümik  asit  (b)  ve  fulvik  asit  (c)  yokluğunda  ve  varlığında  tirozinazın  uzak  UV  CD  spektrumları.

TABLO  1  FA-tirozinaz  kompleksi  ve  HA-tirozinaz  
kompleksi  için  iki  farklı  sıcaklıkta  termodinamik  
parametreler  ve  bağlanma  sabitleri

1

(7)

lnKA  =

Literatürle  uyumlu  olarak,  ΔS°  <  0,  ΔH°  <  0  ise  hidrojen  bağı  etkileşimde  ana  

etkiyi  gerçekleştirir  ve  ΔS°  >  0,  ΔH°  >  0  ise  ana  kuvvet  hidrofobik  etkileşimdir  

(Hekmat  ve  Saboury,  2019 ). ).

tirozinaz  ile  HA  veya  FA  kompleksi  oluşumundaki  moleküler  

etkileşimlere  (Hekmat  ve  diğerleri,  2022).  KA ,  mesleği  küçük  moleküler  
substratın  bir  reseptöre  afinitesine  dayanan  bir  biyomakromolekülde  
bağlanma  bölgelerinin  varlığının  bir  göstergesidir  (Hekmat  ve  diğerleri,  2022).

+

Buna  göre,  HA-tirozinaz  etkileşiminde,  ΔS°  ve  ΔH°  değerlerinin  pozitif  
değerleri,  hidrofobik  kuvvetin  temel  bir  rol  oynadığını  göstermektedir  
(Hekmat  ve  Saboury,  2019;  Moosavi-Movahedi  ve  diğerleri,  2004).

KA'nın  HA  için  FA'dan  daha  yüksek  olması,  HA'nın  tirozinaz  ile  FA'dan  daha  
büyük  bir  bağlanma  kabiliyetine  sahip  olduğunu  ima  etti.  Böylece  HA,  L-DOPA'nın  

aktif  bölgelere  bağlanmasını  önleyebilir.  Bu  sonuç,  Lineweaver-Burk  

çizimlerinden  elde  edilen  bulgularla  ilişkilidir.  Tablo  1'e  göre ,  sıcaklığın  

yükseltilmesi,  tirozinazın  yapısında  HA'nın  tirozinaz  molekülüne  bağlanmasını  

sağlayan  ( "KA"yı  arttıran)  bazı  konformasyonel  değişikliklere  neden  olabilir.  Bu  

fenomen,  sıcaklığın  sulu  bir  ortamdaki  hidrofobik  etkileşimlerin  gücünü  
artırabilmesi  nedeniyle,  HA-tirozinaz  bağlama  işleminde  hidrofobik  kuvvetlerin  

rolünü  gösterir.  Buna  karşılık,  bağlanma  işlemi  esas  olarak  hidrojen  bağı  ve/

veya  elektrostatik  etkileşimlerle  başlatılıyorsa,  KA  değerinin  düşürülmesinin  

tespit  edilmesi  beklenir  (Hekmat  ve  diğerleri,  2021).  Böylece,  hidrojen  bağı,  

FA'nın  tirozinaz  ile  bağlanmasında  ana  rolü  oynar.  Bununla  birlikte,  hidrofobik  
kuvvet,  HA'nın  tirozinaz  ile  bağlanmasında  önemli  bir  rol  oynar.

R

FA-tirozinaz  etkileşiminde,  negatif  ΔS°  ve  ΔH°  değerleri  hidrojen  bağının  ana  

etkiyi  gerçekleştirdiğini  gösterir.

RT

N

4

250210 230

-4

8

0

-8  
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tirozinazlı  eküller,  hidrojen  ağlarını  ortadan  kaldırabilir  ve  sonunda  indirgenmesine  

neden  olan  yapısal  varyasyonları  başlatabilir.

tirozinazın  ikincil  yapılarını  önemli  ölçüde  düzenler,  ancak  tirozinaz  aktivitesi  

üzerinde  önemli  bir  etkiye  sahiptir.  Aksine  FA,  tirozinaz  aktivitesinin  ikincil  yapısı  

üzerinde  önemli  bir  etkiye  sahiptir  ve  bu  nedenle  tirozinaz  aktivitesini  inhibe  

edebilir.

sırasıyla  %46,5  ve  %44,3  oranında  arttı.  HA  ve  FA  sonuçlarının  karşılaştırılması,  

FA'nın  enzim  yapısındaki  kararsızlığı  HA'dan  daha  fazla  etkilediğini  göstermektedir.  

Sonuç,  tirozinazın  amino  asit  kalıntılarıyla  birleşen  HA  veya  FA'nın  hidrojen  bağı  

oluşumunu  bozduğunu  ve  tirozinazın  konformasyonunda  varyasyonları  

indüklediğini  öne  sürdü  (Ding  ve  diğerleri,  2019).  Şimdiye  kadar  tirozinazın  katalitik  

aktivitesi  ile  ikincil  yapısı  arasındaki  ilişkinin  belirsiz  olduğu  belirtilmelidir.  Daha  

önceki  literatürde,  küçük  mol  etkileşimi

MD,  HA  veya  FA'nın  tirozinaz  üzerindeki  spesifik  bağlanma  bölgeleri  ile  

bağlanmasını  değerlendirmek  için  yapıldı.  Yerleştirme  sonuçları,  HA  ve  FA'nın  

tirozinazın  aktif  bölgesine  sırasıyla  -4.2  ve  -6.4  kcal/mol  en  düşük  bağlanma  

enerjileriyle  bağlanabileceğini  ortaya  koydu.  Genel  bir  kural  olarak,  enzim-inhibitör  

bağlanmasının  en  düşük  bağlanma  serbest  enerjisinin  MD  simülasyonu  için  

model  olarak  kullanıldığı  belirtilmelidir  (Farasat  ve  diğerleri,  2020;  Jamali  ve  diğerleri,  

2019).  2D  çizimler

tirozinaz  aktivitesi  (Anantharaman  ve  diğerleri,  2016;  Fan  ve  diğerleri,  2017;  Yang  

ve  diğerleri,  2016;  Yu  ve  diğerleri,  2019).  Bununla  birlikte,  bazı  literatürde  inhibitörler

TABLO  2  27°C'de  fulvik  asit  ve  hümik  asidin  varlığında  ve  yokluğunda  tirozinazın  
ikincil  yapısının  içeriği

MD  simülasyonunun  tirozinaz  inhibitör  komplekslerinin  sayısı  Şekil  5'te  

gösterilmektedir.  Bu  şekil,  H-bağlarına  katılan  tirozinaz  kalıntılarını  ve  bunların  

uzunluğunu  yeşil  kesikli  bir  çizgi  ile  gösterir.  Hidrofobik  kuvvetlere  katılan  ligand  

olmayan  kalıntılar

tirozinaz  aktivitesini  iyi  bir  etkinlikle  inhibe  etmelerine  rağmen  tirozinazın  ikincil  

yapısını  değiştiremezler  (Mu  ve  diğerleri,  2013;  Yu  ve  diğerleri,  2019).  Bu  nedenle,  

HA'nın  moralini  bozamayacağı  sonucuna  varabiliriz.

tirozinaz  (Yang  ve  diğerleri,  2016).  Tirozinaz  solüsyonuna  HA  veya  FA'nın  

eklenmesinden  sonra,  tirozinazın  CD  sinyali  önemli  bir  bant  kayması  olmadan  

azaldı,  bu  da  a-helikal  yapının  içerik  düşüşüne  işaret  ediyor.  Tablo  2'de  

gösterildiği  gibi ,  tirozinazın  doğal  formu  %49.7  a-helikslere,  %11.3  p-yapraklara,  

%19.8  β-dönüşlere  ve  %19.2  düzensiz  sarmallara  sahipti.  HA  ve  FA'nın  

eklenmesinden  sonra,  α  sarmalının  azalması

ŞEKİL  5  Tirosinaz  ile  HA  ve  FA'nın  moleküler  yerleştirme  modeli.  HA-tirozinaz  (a)  ve  FA-tirozinaz  (b)  yerleştirme  modelinin  2B  projeksiyonu.  Şekil  LigPlot'ta  
oluşturuldu.  Tirozinaz  aktivite  merkezine  yanaşan  HA  (c)  ve  FA  (d)'nin  3B  haritası.
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kahverengi  ip  ile  gösterilmiştir.  Her  iki  inhibitör  de  tirozinazın  hidrofobik  

cebine  uzandı.  Enzim-inhibitör  (HA  veya  FA)  kompleksinde,  FA  ile  Glu-322  (bağ  

uzunluğu:  3,29  Å),  Ala-323  (bağ  uzunlukları:  2,94  ve  3,13  Å),  Cys-83  ( bağ  

uzunluğu:  3,06  Å),  His-85  (bağ  uzunlukları:  2,88  ve  3,25  Å)  ve  Asn-81  (bağ  

uzunluğu:  3,18  Å).  HA  ve  Ala-323  (bağ  uzunluğu:  2.97  Å),  Asn-81  (bağ  uzunluğu:  

3.08,  3.05  ve  3.14  Å),  Tyr  65  (bağ  uzunluğu:  2.92  Å)  kalıntıları  arasında  beş  

hidrojen  bağı  tespit  edildi.  HA-tirozinaz  etkileşimi  için  2  kalıntı  (Glu-322  ve  

Ala-80)  hidrofobik  etkileşime  dahil  edildi,  ancak  FA-tirozinaz  etkileşimi  için  

3  kalıntı  (Thr-324,  Thr-80  ve  Ala-80)  hidrofobik  etkileşime  dahil  edildi.  

etkileşim.

Bildiğimiz  kadarıyla  bu  araştırma,  tirozinazın  FA  veya  HA  ile  etkileşimlerini  

açıklamaya  çalışan  ilk  araştırmadır.  Bulgular,  FA  ve  HA'nın  güçlü  inhibisyon  

aktivitesi  sergilediğini  ve  bu  bileşiklerin  tirozinaz  aktivitesini  karışık  tipte  

inhibe  ettiğini  gösterdi.  Termodinamik  analiz,  CD  spektroskopi  analizi  ve  MD  

araştırması,  hidrofobik  etkileşimin  HA-tirozinaz  bağlanmasında  ana  itici  güç  

olduğunu  gösterdi.  Ancak,  FA'da

Substrat-tirozinaz  ve  HA-tirozinaz  veya  FA-tirozinazın  RMSF  değerleri  Şekil  

6b'de  gösterilmektedir.  Şekilde  gösterildiği  gibi,  amino  asit  kalıntıları  için  her  

bölge,  203-221  kalıntıları  dışında  eşit  RMSF  değerlerine  sahipti.  Yukarıda  

belirtilen  kalıntılardaki  substrat-tirozinaz  kompleksi  dalgalanması,  HA-tirozinaz  

veya  FA-tirozinazdakinden  farklıydı.  Bu,  HA  veya  FA'nın  varlığında,  enzimin  bu  

kalıntıların  yakınında,  tirozinazda  küçük  dalgalanma  ve  esneklik  oluşturan  

substratın  varlığında  olduğundan  daha  az  esnekliğe  sahip  olduğu  anlamına  gelir.

RMSD,  simülasyon  yoluyla  sistem  dengesini  hesaplamak  için  kullanılan  

etkili  bir  faktördür.  RMSF  değeri,  yapısal  dalgalanmalar  ve  enzim  esnekliği  

hakkında  daha  iyi  bir  fikir  sunar  (Farasat  ve  diğerleri,  2020).  Yukarıda  belirtilen  

komplekslerin  RMSD  raporları ,  sistemlerin  yaklaşık  5  ns  sonra  stabilize  

edildiğini  ortaya  koyan  Şekil  6a'da  gösterilmektedir.  Simülasyonun  son  5  

ns'sinde  serbest  tirozinaz,  HA-tirozinaz  ve  FA-tirozinazın  ortalama  RMSD  

değerleri  sırasıyla  0.28,  0.26  ve  0.25  nm  idi.  Substrat-tirozinaz  ve  HA-tirozinaz  

veya  FA-tirozinaz  arasındaki  RMSD  farkları  0.2  nm'nin  altındaydı.

ŞEKİL  6  Simülasyon  süresinin  bir  fonksiyonu  olarak  MD  simülasyonlarının  bulguları.  (a)  serbest  tirozinaz,  HA-tirozinaz  ve  FA-tirozinaz  komplekslerinin  RMSD  
değeri.  (b)  serbest  tirozinaz  ve  HA-tirozinaz  ve  FA-tirozinaz  komplekslerinin  RMS  dalgalanma  değeri.

RMSF'nin  değeri,  esnekliğinin  yanı  sıra  tirozinaz  yapısal  dalgalanmaları  

hakkında  daha  iyi  bilgi  sunar  (Farasat  ve  diğerleri,  2020).
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Tahran  Üniversitesi  Biyokimya  ve  Biyofizik  Enstitüsü'nden  teknik  destek  takdirle  

karşılandı.

Bu  makale,  yazarlardan  herhangi  biri  tarafından  oluşturulmuş  hayvanlar  veya  

insan  katılımcılar  ile  yapılan  herhangi  bir  deneyi  içermemektedir.

FİNANSMAN  BİLGİLERİ

orkid

Bu  çalışma,  ticari,  kamu,  devlet  veya  kar  amacı  gütmeyen  
kuruluşlardaki  herhangi  bir  fon  kuruluşundan  belirli  bir  hibe  veya  fon  almamıştır.
sektörler.

Azade  Hikmet  https://orcid.org/0000-0003-0123-1575  Kamahldin  Haghbeen  

https://orcid.org/0000-0003-3011-5629

ve  tirozinaz  etkileşimi,  hidrojen  bağı  ana  etkiyi  gerçekleştirir.  HA,  tirozinazın  ikincil  

yapılarına  önemli  ölçüde  zarar  veremedi,  ancak  enzim  aktivitesi  üzerinde  büyük  bir  

etkisi  oldu.  Tersine  FA,  tirozinazın  sekonder  yapısı  üzerinde  önemli  bir  etkiye  sahiptir  

ve  tirozinazın  katalitik  aktivitesinin  azalmasına  neden  olabilir.  Ayrıca,  bir  tirozinaz  

molekülü  ve  tirozinazda  yalnızca  bir  bölge  ile  birleştirilmiş  bir  FA  veya  HA  molekülü,  

FA  veya  HA'ya  reaktiftir.  Böylece,  her  iki  doğal  bileşik  de  farklı  mekanizmalarla  

tirozinaz  aktivitesini  inhibe  edebilmektedir.  Daha  önce,  HA  ve  FA'nın  antioksidan  

özelliklere  sahip  olduğu  ve  lipid  oksidasyonunu  geciktirerek  gıda  kalitesini  artırabileceği  

gösterilmiştir.
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