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( AAPدراسات حركية وثرموديناميكية لمتناظرات أنزيم الألنين أمينو ببتيديز )

 المنقاة جزئيا من إدرار المرضى المصابين بسرطان الجهاز البولي
 

 *تغريد علوم العقبي     
  

 1723،  شباط،3استلام البحث 

 1723، أيلول، 8قبول النشر 

   
 :الخلاصة

بسرطان المصابين  ( في إدرار المرضى AAPم الالنين امينو ببتيديز) قياس نشاط أنزيتم في دراسة سابقة 

( في إدرار المرضى مقارنــــة بالأصحــــاء   AAPوالأصحاء فأظهرت النتائج ارتفاع نشاط ) الجهاز البولي 

ا كروموتوغرافي  بأستعمالمن إدرار المرضى المصابين بسرطان الجهاز البولي  (AAPتنــقية )  توبعدها تم

من إدرار  (AAP) . وفصل متناظرين لـ  Sephadex G –50الترشيح الهلامي وباستعمال هلام الترشيح  

كروموتوغرافيا التبـــــادل الأيوني وباستـــعمال  بأستعمــــالالمرضى المصابين بسرطان الجــــــــهاز البولي  

 .DEAE – Sephadex A–50راتنج

المنقاة  II,Iالالنين امينوببتيديزوالثرموديناميكية لمتناظري أنزيم  الحركية دراسة الصفات الحالي تضمن البحث

المصابين بسرطان الجهاز البولي، اذ وجد أن المتناظرين يخضعان لمعادلة ميكاليس منتن ،  من إدرار المرضى

II,I   2x10( لكل من المتناظرين نايترو أنلايد-4-إذ كان التركيز الأمثل للمادة الأساس )الالنين
-3

مول /لتر .  ( (

هذا فضلا عن زيادة سرعة تفاعل المتناظرين مع ارتفاع الدالة الحامضية للوصول الى سرعة التفاعل الاقصى 

( م 37كما لوحظ أن المتناظرين يخضعان لمعادلة أرينوس حتى )  7.8  الحامضيةعند الدالة 
7
وتم تعيين قيم   

Ea و  Q10 ( بالمتناظرين نايترو أنلايد-4-ارتباط المـــادة الأســـاس )الالنين لكل من المتناظرين ، ودراسة

( م37) ( في درجة حـــــــــرارة   KS , Ka , K-1 , K+1وإيجاد الثوابت الحركية ) 
7
وأشارت النتائج  إلى أن  

G∆ )التفاعل من المرتبة الأولى . وحساب الدوال الثرموديناميكية)
*
, ∆H

* 
, ∆S

*
)(ΔG

°
, ∆H

° 
, ∆S

°
لنشاط  

 ( من خلال معادلتي فانت هوف وأرينوس للحالتين القياسية والانتقالية .AAP)ِِ أنزيم الالنين أمينوببتيديز 

 

 .  , سرطان الجهاز البولي أنزيم الالنين أمينوببتيديزالكلمات المفتاحية : 

 

 المقدمة:
 Urinaryيعددد سددرطان الجهدداز البددولي            

tract cancer U.T.C)) لأورام  اعامدد امصددحلح

الكلى ،الحالب والمثانة.وأن هذه الأورام تهدد الحيداة 

فددددددي العقددددددد الخددددددامس أو السددددددادس مددددددن غالبددددددا 

وتعددد [1,2]العمرأكثرمنهددا بالنسددبة لرعمددار الفتيددة 

الخلايا السرطانية من أكثدر الأورام الخبيثدة أنتشدارا  

% مدددن مجمدددوع 2فدددي الكليدددة ،فهدددي تمثدددل نسدددبة 

الأخددر. .ويعددد سددرطان الكليددة  الأمددراا الخبيثددة

ثالث انواع الأمدراا الخبيثدة المنتشدرة فدي الجهداز 

.وقددد وجددد ارتبدداط بددين سددرطان المثاندد  [1]البددولي

والكليددة اذ أن الددورم الخبيددث فددي المثانددة ي هددر بعددد 

أصددابة الكليددة غالبددا  ، وأن حصددول ورم ثددانوي فددي 

المثاندددة بعدددد الكليدددة يلاحقهدددا سدددرطان فدددي الجهددداز 

.ويكدددون سدددرطان الحالدددب مدددن الأورام [3]البدددولي

% مددن كددل أورام الكليددة 5الحاصددلة بنسددبة أقددل مددن 

–% من مجموع أورام الجهاز البولي 2وأقل بنسبة 

 .[4]التناسلي

الدى  AAPينتمي أنزيم الألنين أمينو ببتايدديز         

مجموعدددة أنزيمدددات الأميندددو ببتايدددديز التدددي تشدددحر 

ة الأمينيددة للسلسددلة مددن النهايدد امنفددرد اأمينيدد احامضدد

الببتيديددة ويوجددد نوعددان مددن هددذا الأنـددـزيم الــددـنوع 

                     الأول هدددددددددددو الـدددددددددددـذي يحمـدددددددددددـل التصدددددددددددني 

EC3.4.11.1)  )  ول  تخصص تجاه المادة الاساس

L-Leucine amide  لدددددددددددددذا سدددددددددددددمي

Leucineaminopeptidase(LAP)  أمدددددددددددددددددددا،

ي الذ Microsomal (EC 3.4.11.2)الآخرفهــو 

 -4يعمددددل علدددددى الألنددددين وكدددددذل  مشـددددـتقات  

Nitroanilide وβ-Naphthylamide  لرلـــددـنين

 Alanineكمدددواد أســدددـاس لــــدددـ  لدددذا سـدددـمي 

aminopeptidase(AAP). [5]    ينتشدر أندزيم ،

أنتشددارا  واسددعا  فددي  AAPالالنددين أمينددو ببتيايددديز 

،هدذا فضدلا عدن وجدوده فدي مصدل [6]أنسجة الكلية

،الغشدددددداء المخدددددداطي لرمعدددددداء الدقيقددددددة [7]الدددددددم

،المشدديمة والبروسددتات فددي [9]،الكبددد،البنكرياس[8]

.وتعد الكليدة مدن أكثدر المصدادر الغنيدة [10]الأنسان

-15) نحدددوبدددالانزيم أذ يكدددون نشددداط  فدددي الكليدددـة ب

(مددرة أكثددر مددن بقيددة الأعضدداء الأخددر. وبهددذا 10

نسدددتحيع القدددول بدددان الكليدددة هدددي المصددددر الدددرئيس 

 .[11]للانزيم

ن لهمددا  ييمتلدد  أنددزيم الالنددين أمينددو ببتيددديز متندداظر

ولكن يختلفان في أوزانهما الجزيئيدة،  نفسها الوظيفة

كمددددا تختلدددد  مددددن الناحيددددة الفيزياويددددة والكيميائيددددة 

 جامعة بغداد-أبن الهيثم –كلية التربية -قسم الكيمياء *
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والحركيددة ، وتددم فصددل وتنقيددة متندداظرات الانددزيم 

ق عدددة مثددل تقنيددة كروماتوغرافيددا ائددبأسددتعمال طر

ل  دراسددة الصددفات الحركيددة ل الايددوني وكددذ التبدداد

. اذ ان سدددددرعة التفاعدددددل [12]لهدددددذه المتنددددداظرات

الانزيمي تتأثر بعوامل عدة أهمهدا  درجدة الحدرارة، 

الدالدددة الحامضدددية، تركيدددز المدددادة الاسددداس، تركيدددز 

 الانزيم، تركيز المادة الناتجة ووجود المثبحات.

الهدددددف مددددن البحددددث  دراسددددة الصددددفات الحركيددددة 

متنددداظرات أندددزيم الالندددين أميندددو والثرموديناميكيدددة ل

( المنقدددددداة مددددددن ادرار المرضددددددى AAPببتيددددددديز )

المصابين بسرطان الجهاز البولي من خدلال دراسدة 

تدددأثير التراكيدددز المختلفدددة للمدددادة الاسددداس والدالدددة 

 فعالية الانزيم. فيالحامضية ودرجة الحرارة 

 

 المواد وطرائق العمل :

 جمع العينــات:     
( عينة إدرار من الأشخاص 36تم جمع )     

الأصحاء ، ومن كلا الجنسين إذ كان عدد الذكور 

( وكانت أعمارهم تتراوح 22( وعدد الإناث )14)

( سنة. وذل  بعد التأكد من عدم 17-65بين )

 إصابتهم بأي مرا من أمراا الجهاز البولي.

قياس نشاط أنزيم الالنين وقد تم في دراسة سابقة 

 ( في إدرار المرضى AAPامينو ببتيديز) 

والأصحاء  بسرطان الجهاز البولي المصابين 

( في إدرار  AAPفأظهرت النتائج ارتفاع نشاط )

 تالمرضى مقارنــــة بالأصحــــاء  وبعدها تم

من إدرار المرضى المصابين  (AAPتنــقية ) 

كروموتوغرافيا   عمالبسرطان الجهاز البولي باست

هلام الترشيح  الترشيح الهلامي وباستعمال 

Sephadex G –50  وفصل متناظرين . 

من إدرار المرضى المصابين بسرطان  (AAP) لـ 

عمال الجــــــــهاز البولي باستــــــــــــــ

كروموتوغرافيا التبـــــادل الأيوني وباستـــعمال 

 .DEAE – Sephadex A–50راتنج

 

( U. T. Cالمرضدية للمصدابين بدـ ) لنماذجأما ا     

( 34( عينددة مرضددية أخددذت مددن )64فقددد تددم جمددع )

( 18-74( أنثددى تتددراوح أعمددارهم بددين )30ذكدرا  و)

، وتددم التشددخيص مددن قبددل الأطبدداء الاخصددائيين سددنة

، علمددا بددان فددي مستشددفى الأشددعاع والحددب النددووي

العينات قدد اخدذت مدن المرضدى الدذين لدم يخضدعوا 

 للعلاج بعد.

 

 AAPو ببتايديز قياس فعالية أنزيم الألنين أمين -1

 في الأدرار: 

تم قياس فعالية  الأنزيم بدالأدرار بالأعتمداد علدى     

Jung and Scholz (1980)طريقة 
 
[13]. 

-4إذ    تعتمددددد هددددذه الحريقددددة علددددى قيدددداس كميددددة 

Nitroanilide  المدادة  فديالمتحررة بتدأثير الأندزيم

 Alanine-4-nitroanilideالأسدداس المسددتعملة 

hydrochloride ذلدد  بعددد مقارنددة الأمتصاصددية و

المنحني القياسدي لتراكيدز مختلفدة مدن المدادة  بدللعينة 

[12] 4-Nitroanilide. 

دراسةةةة الصةةةفات اللركيةةةة لمتنةةةاظرات الألنةةةين  -2

 : AAP (II,I)أمينو ببتايديز

تمددددت دراسددددة الصددددفات الحركيددددة لمتندددداظرات     

مدددن عمدددود ( فدددي الأجدددزاء الناضدددحة II,Iالأندددزيم )

افيدددا التبــــدددـادل الأيدددوني وباستــدددـعمال كروموتوغر

    يأتيكما    DEAE – Sephadex A–50راتنج

-4-تدددددأثير تركيدددددز المددددددادة الأسددددداس )الألنددددددين -أ

 نايتروأنلايد( 

درس تدددأثير التراكيدددز المختلفدددة للمدددادة الأسـدددـاس    

سـددددـرعة التفاعددددل  فددددينايتروأنلايددددد( -4-)الألنددددين

تـدـراكيز مختلفدة  بأستعمال II,Iلمتناظرات الأنــزيم 

-4-مدددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددـن الألندددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددين 

نايــتروأنــلايـدددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددـد)

ملدددددي مدددددول  ( 2.5,2.2,2,1.5,0.9,0.7,0.5,0.3

 II,I/لترلحساب التركيز الامثدل لمتنداظرات الاندزيم 

. 

 

 ( Kmمنتن)-تعيين قيم ثابت ميكاليس -ب

( للمدددددادة الأسددددداس Kmلتعيدددددين قددددديم الثابدددددت )    

سدددددتعملت نايتروأنلايدددددد ( أ-4-المسدددددتعملة )الألندددددين

الحريقة نفسها المتبعدة فدي الفقدرة) أ( وتدم الحصدول 

-( بأسددتعمال طريقددة لينددوفرKmعلددى قدديم الثابددت )

بيرك التي تربط بين القيم العكسية لكدل مدن السدرعة 

 .(v Vs.1/[S]/1)وتركيز المادة الأســــاس 

 

 تأثيرالدالة الحامضية  -ج

سددرعة تفاعددل  فددي درس تددأثير الدالددة الحامضددية    

قدديم مختلفددة للدالددة  تعمالإذ تددم أسدد II,Iمتندداظرات ال

الددددددددددددددددددار  Trisالحامضدددددددددددددددددية لمحلدددددددددددددددددول 

بوجددددددددود محلددددددددول  (8.6,8.0,7.8,7.4,7.0,6.6)

( ملي مول/لتر وتم التفاعل 2المادة الأساس بتركيز)

م ثدم حضدنت  º(37في حمدام مدائي بدرجدة حدرارة )

 الأنابيب لمدة عشر دقائق .

 تأثير درجة الحرارة  -ء

تأثير درجات الحرارة المختلفة فدي سدرعة  درس    

 II,Iتفاعل متناظرات الأنزيم الألندين أميندو ببتايدديز 

إذ تددم إجددراء التفاعددل فددي درجددات حراريددة مختلفددة 

(60,50,37,20,10,5) º م ،بوجدددددود محلدددددول 

Tris(والتركيددز 7.8الدددار  ذي الدالددة الحامضددية، )

 (ملدي مدول/لترمن محلدول المدادة الأسداس2الأمثدل )

 نايتروانلايد(.-4-)الألنين

تأثير درجة الحرارة في قيمة السدرعة القصدو.  -هـ

Vmax  لمتندداظرات الألندددين أمينددو ببتايدددديزAAP 

II,I  درس تددددأثير درجددددة الحددددرارة فددددي قيمددددة      

Vmax  بأسددددددتعمال درجددددددات حراريددددددة مختلفددددددة

(60,50,37,20,10,5) º  م ،إذ حضددددنت الأنابيددددب

الدددار  ذي  Tris ل(دقددائق بوجددود محلددو10لمدددة )
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( وأستعمال تراكيز مختلفدة مدن 7.8الدالةالحامضية)

ملدي مدول/لتر  (2,0.9,0.5)نايتروأنلايد -4-الألنين 

 الأعتماد على المعادلات الأتية وب

Slope=-Ea/2.303 

Ea=2.303R(T2.T1)logQ10/10 

 

 النتائج والمناقشة:
 ( : Kmمنتن )  –تعيين قيم ثابت ميكاليس  -1

ضحت نتائج الدراسة تأثير تـركيز لقد أو     

نايتروأنلايد(في -4-المــــادة الاســاس) الألنين

مع أرتفاع  II,Iسرعة التفاعل الأنزيمي للمتناظرين 

تركيز المادة الأساس حتى يصل الى السرعة 

ملي مول/لتر(، ومن ثم 2القصو. عــند التركيز )

ة تبدأ سرعة التفاعل بالأنخفاا عند التراكيز العالي

من المادة الأساس نتيجة لحدوث التثبيط كما موضح 

 (.1في الشكل رقم)

 -وتشير نتائج الدراسة الى أن قيم ثابت ميكاليس

معادلة  التي تم حسابها بالأعتماد على Kmمنتن

في  IIوIبـيرك  للمتنــــاظر-لـينوفر

 ادرارالأصحــاء قـد بلغــت

(  1.3x10
-3 

6.3x10مول/لتر( و)
-3

 

ى التوالي وكما موضح في الشكلين مول/لتر(عل

 II وIللمتناظر Km(.في حين بلغت قيم 3و)(2)

(0.13x10
-3

 مول/لتر(و

(1.86x10
-3

حسب بمول/لتر(على التوالي و

  Mattenheimer(1986) [14]ماتوصل الي  

كما أشارت الدراسات الحركية للانزيم المنقى من 

-Lلمشتق  kmان قيمة  الى كلية الانسان

methionyl-beta naphythylamide لنين لر

 تكون واطئة اذ بلغت  

( . [15]   (1.4x10 
-5

 

المنقاة من  AAPوعند معاملة متناظرات الانزيم 

بنكرياس، كلية وكبد الانسان بالاجسام المضادة 

، اما الانزيم  Kmوجد انها لاتسبب تغيرافي قيمة 

 Kmالمنقى من مصل دم الانسان فقد بلغت قيمة 

(0.29x10 
-3

 . [16](مول/لتر

اما في ادرار المرضى المصابين بسرطان الجهاز 

Km (10x10بلـــغت قيمالبولي فقد 
-3

 مول/لتر(

2.1x10و) Iللمـتناظر
-3

وكما  IIمول/لتر(للمتناظر 

(.يشير الجدول رقم 5(و)4موضح في الشكلين )

 Km( الى وجود فرق واضح بين قيم الـ1)

اء والمرضى لمتناظرات الأنزيم في ادرار الأصح

المصابين بسرطان الجهاز البولي فوجد ان قيمة 

في ادرار الأصحاء أقل من قيمت   Iللمتناظر Kmالـ

في ادرار المرضى المصابين بسرطان الجهاز 

 Iالبولي وهذا يدل على أن ألفة متناظر الانزيم 

نايتروأنلايد(في ادرار الأصحاء أكبر -4-لـ)الالنين

المصابين بسرطان  من الفت  في ادرار المرضى

 IIللمتناظر Kmالجهاز البولي فيما نجد ان قيمة الـ

في ادرار الاصحاء أكبر من قيمت  في ادرار 

المرضى المصابين بسرطان الجهاز البولي وهذا 

-4-لـ)الالنين IIيدل على ان الفة المتناظر 

نايتروأنلايد(في ادرار الاصحاء أقل من الفت  في 

بسرطان الجهاز البوليادرار المرضى المصابين 
 
. 
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-(:العلاقة بين تراكيز مختلفة من )الالنين 1شكل )

نايترو أنلايد(ملي مول/لتر وسرعة تفاعل  -4

المنقاة من ادرار المرضى  II,Iالمتناظرات 

 المصابين بسرطان الجهاز البولي.
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بيرك لحساب ثابت -(:رسم لينوفر2شكل ) 
ادرار المنقى من  Iمنتن للمتناظر-ميكاليس
 الاصحاء

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بيرك لحساب ثابت  -(: رسم لينوفر3شكل )
المنقى من  إد رار    IIمنتن للمتنــاظر  –ميكاليس 
 الأصحاء.

 

  

- 1 . 0 - 0 . 5 0 . 0 0 . 5 1 . 0 1 . 5 2 . 0 2 . 5 3 . 0 3 . 5 
1 / [ A l a n i n e - 4 - n i t r o a n i l i d e ] 

  ( m M / L ) 

0 . 0 0 

0 . 0 5 

0 . 1 0 

0 . 1 5 

0 . 2 0 

0 . 2 5 

0 . 3 0 

0 . 3 5 

1 / V 
  
( I . U / L ) 



  2014( 1)11مجلد           مجلة بغداد للعلوم                       
 

03 
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بيرك لحساب ثابت  -(: رسم لينوفر4شكل )

المنقى من   Iمنتن للمتنــاظر  –ميكاليس 
 إدرارالمرضى المصابين بسرطان الجهاز البولي.

 
 

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
1/[Alanine-4-nitroanilide] (mM/L)

0.00
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0.15
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0.35

1/
V 

(I.
U

/L
)

1 
بيرك لحساب ثابت  -(: رسم لينوفر5شكل )  

المنقى من إدرار  IIمنتن للمتناظر  –ميكاليس 
 المرضى المصابين بسرطان الجهاز البولي.

 
( Kmمنتن )-(: قيم ثابت ميكاليس1جدول )

المنقاة جزئياً من  IIو  I( AAPلمتناظرات )

إدرار الأصلاء والمرضى المصابين بسرطان 

 معادلة لينوفربيرك الجهاز البولي بالاعتماد على

Km(mol/liter) 

Substrate Enzyme 1/v Vs.1/[S] 

U.T.C Normal 

10x10
-

3 1.3x10
-3 Alanine -4-

nitroanilide 

Isoenzym

e I 

2.1x10
-3 6.3x10

-3 Alanine -4-

nitroanilide 

Isoenzym

e II 

 

 

كما أوضحت نتائج الدراسة حدوث ارتفاع في 

مع أرتفاع  AAP II,Iسرعة تفاعل متناظرات 

الدالة الحامضية الى أن يصل الى سرعة التفاعل 

 II,I(للمتناظر 7.8القصو. عند الدالة الحامضية )

وهذا يتحابق مع دراسة سابقة اذ وجد ان الأنزيم 

المنقى من ادرار الانسان يعمل في دالة حامضية 

(في حين ان الدالة الحامضية 7.4-8.0تترواح )

بعدها تنخفض سرعة . (7.8د )المثلى لها تكون عن

التفاعل مع أرتفاع الدالةالحامضية وكما موضح في 

كما اظهرالانزيم المنقى من  (.7(و)6الشكلين )

انسجة ثدي ومصل دم الانسان دالة حامضية مثلى 

 .  [13](7.4عند )
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: تأثير الدالة اللامضية في سرعة  تفاعل  (6شكل )

 Iالمتناظر
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الة اللامضية في سرعة تفاعل (:تأثير الد7شكل  )

 II المتناظر 

 

كذل  أظهرت نتائج الدراسة تأثير درجة الحرارة 

 II,Iفي سرعة تفاعل متناظرات الألنين أمينو ببتيديز

وكما موضح في  Vmaxوفي السرعة القصو. 

(  أذ ترتفع سرعة التفاعل بأرتفاع 9(و)(8الشكلين

درجات الحرارة الى حد الوصول الى سرعة 

م º(37فاعلات القصو. عند الدرجة الحرارية )الت

كما وجد  ومن ثم تبدأ سرعة التفاعل بالأنخفاا.

م فأن ( °4عند حفظ الادرارأو الجزء الناضح عند )

الانزيم يحافظ على نشاط  خلال ستة أيام، أما عند 

م فان الانزيم يفقد نشاط  (°12-حفظ الادرار عند) 

الناضح يمكن ان  خلال يوم واحد فيما نجد ان الجزء

يخزن عند هذه الدرجة الحرارية من غير ان يفقد 

نشاط  لمدة لاتتجاوز الاسبوع.كما يمكن حفظ 

الانزيم المنقى من ادرار الانسان بدرجة حرارية 

أيام اما الاجزاء الناضحة  6م لمدة لاتتجاوز (4°)

 . [13]م لمدة اسبوعين(°20-فتكون مستقرة عند)
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جة اللرارة في سرعة تفاعل (: تأثير در8شكل )

     Iالمتناظر
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(:تأثير درجة اللرارة في سرعة تفاعل 9شكل )

  IIالمتناظر

 
( فيوضح العلاقة بين لوغاريتم 10أما الشكل رقم )

ضد  II,Iللمتناظرين  Vmaxالسرعة القصو. 

مقلوب درجة الحرارة المحلقة التي تعحي خحا  

  [17]أرينوس الآتية مستقيما  والتي تتبع معادلة

ln k= -Ea/RT+ constant 

 II,Iوقد أظهرت النتائج بأن كلا المتناظرين   

م . º(37يخضعان لمعادلة أرينوس حتى درجة )

وذل  من  Eaكماتم حساب الحاقة المنشحة للتفاعل 

T*10/1ضد  Vmaxميل الخط البياني للوغاريتم 
-

3
 والمتمثل بالمعادلة الآتية  

log k= -Ea/2.3R*1/T+logA 

 Ea/2.3R-لذا فأن ميل الخط البياني = 

 Ea( قيم الحاقة المنشحة 2ويوضح الجدول رقم)

من  Q10وتم تعيين  II,Iللمتناظرين  Q10وقيم 

 خلال المعادلة الآتية 

Ea= 2.3 RT2*T1 log Q10/10 

 

 أن  اذ

 Ea (cal)طاقة التنشيط

 Q10معامل درجة الحرارة 

 R( 1.987الثابت العام للغازات)

 Tدرجة الحرارة المحلقة)كلفن( 

تحابق Q10 ومن ملاح ة الجدول نجد أن قيمة

 الحقيقة القائلة بأن قيم معامل درجة الحرارة 

Q10 ( أي تقع 1-2للتفاعلات الأنزيمية تقع بين)

 .[18]ضمن مد. التفاعلات الأنزيمية
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0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

L
o

g
 V

m
ax

ISO. I

ISO. II

 

 
(:رسم لعلاقة أرينوس بين تأثير مقلوب 10شكل )

مطلقة ضد لوغارتيم السرعة درجة اللرارة ال

 II,Iالقصوى لمتناظري الأنزيم 

     

( لمتناظرات Q10( و )Ea(: قيم )2جدول )

(AAP )I  وII 

Q10 Ea (Cal) Enzymes 

1.0004 30087 Isoenzyme I 

1.0005 38294 Isoenzyme II 

 

الدراسات الثرموديناميكية لأرتباط المادة  -2

 ين امينوببتيديزالأساس بمتناظرات أنزيم الالن

(AAP)II,I   : 

 المعاملات الثرموديناميكية لللالة القياسية 1.

،  S∆تم حساب قيم الدوال الثرمودينامكية )     

∆G ، ∆Hمن المعادلات الأتية )   

( من  G∆اذ تم حساب قيمة طاقة جبس الحرة ) 

 المعادلة   

∆G
o
 = - RT ln Ka ……… ( 5 )    

 ان   اذ 

Ka   ثابت الاتزان = 

R  سعرة . مول 1.987= ثابت الغاز ومقداره
-1

  .

كلفن
-1 

T  درجة الحرارة المحلقة = 

 H∆وحسبت قيمة التغير بالأنثالبي للحالة القياسية 

( كما  Vant Hoffsمن معادلة فانت هوف ) 

مقابل  lnKaرسمت قيم اذ  (11موضح بالشكل )

على مقلوب درجة الحرارة بالكلفن اعتمادا 

المعادلة الآتية                                                                 

  

lnKa = -∆H /RT +C………(6)              
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 التغير بالأنثالبي .                                           =  H∆أن     اذ

ومن ميل الخط المستقيم لمعادلة فانت هوف الذي 

 . H∆( يمكن حساب قيمة R    /-∆Hيساوي ) 

 

 
رسم فانت هوف لارتباط المادة  (:11شكل )

 IIو  Iالاساس مع المتناظرات 

 

 

 من المعادلة الآتية    فتحسب S∆أما 

∆S
o
 = (∆H° - ∆G

o
 ) / T  ……… (7)  

 المعاملات الثرموديناميكية لللالة الانتقالية 2.

درست المعاملات الثرموديناميكية للحالة    

    [19] الانتقالية باستعمال المعادلات الآتية

∆H* = Ea – RT  …………….  (8) 

                                                   

                                            

Log Vmax = log A–Ea/2.303 RT …. (9) 

    

 إن   اذ

A  و  = ثابت ارينيوس Ea  طاقة التنشيط = 

مقابل  Vmax Logيعحي الرسم الناتج من رسم 

1/T خحا مستقيما بميل مساوي لقيمة 

 (– Ea / 2.303 R    وكما موضح في الشكل )

 فتحسب من المعادلة الآتية    *H∆( ، اما قيمة 12)

∆H* = Ea – RT  ………. (10) 

 من المعادلة    *G∆وتحسب 

∆G*=-RTlogVmax+RT ln(KT/h) …(11) 

 ان    اذ

K  1.3806= ثابت بولتزمان ويساوي X 10
-23

  

 جول / درجة . 

 h 6.626= ثابت بلان  ويعادل x 10
-34

جول .  

 ثانية . 

التغير في الأنتروبي للحالة الانتقالية  ويمكن حساب

(∆S*    من المعادلة ) 

 ∆S*
 
 = ( ∆H* - ∆*) / T …….. ( 12 ) 

 (°S°,∆G°,∆H∆)قيم( 3ويوضح الجدول )

( في الحالة القياسية وبدرجة  IIو Iللمتناظرين )

 ( ْم.37حرارة )

ومن ملاح ة القيم المذكورة في الجدول  

موجبة  IIو  Iرين للمتناظ °Hنجد قيمة ( 3رقم)

ومعنى هذا ان التفاعل ماص للحرارة 

(Endothermic)[20]اما القيمة السالبة لـ .°G 

فتعني ان التفاعل تلقائي، وان  مجهز بحاقة ملائمة 

-AAP-Alanine-4باتجاه تكوين المعقد )

nitroanilide .) 

كما ان القيمة الموجبة للتغير في الانثالبي  

تعود إلى التفاعلات الملائمة  القياسي من الممكن ان

نايتروأنلايد( -7-بين المجاميع لـ )الالنين

وهي تتضمن الروابط غير  IIو  Iوالمتناظرات 

تساهمية التي تكون الكتروستاتيكية في طبيعتها 

 –قحبية، قحبية  –شحنة، شحنة  -كروابط شحنة

.وتساعد هذه الروابط ةقحبية واواصر هايدروجيني

ملت  للمعقد وهذا يتوافق مع استقرارية العلى 

 .[20]القيمة الموجبة في الانثالبي القياسي
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: رسم ارينوس لارتباط المادة الاساس (12شكل )

 IIوIمع المتناظرات 
 

 

نايتروأنلايد( مع -4-(:قيم الدوال الثرموديناميكية لللالتين القياسية والانتقالية لارتباط )الالنين3جدول )

 م(°37وبدرجة حرارة ) IIو  Iالمتناظرين 
Ea 

KJ.mole
-

1
 

∆S* 

J.deg
-1

 mole
-

1
 

∆ G* 

Kj. mole
-

1
 

∆ H* 

Kj. mole
-

1
 

 ْْ∆S° 

J.deg
-1

 mole
-

1
 

 ∆ G° 

Kj. mole
-

1
 

∆ H° 

Kj. mole
-

1
 

Isoenzyme 

125.93 110.25 -4.40 29.77 4.85 -3.8661 1.5 I 

160.29 135.07 -3.88 37.98 1.06 -0.463 0.33 II 
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التفاعل لمتناظرات انزيم الالنين ركيات مرتبة ح -2

المنقاة من ادرار المرضى  II,I(AAPأمينو ببتيديز)

   المصابين بسرطان الجهاز البولي:

 

(العلاقة بين زمن التفاعل وفعالية 13يوضح الشكل)

 °(م37الانزيم وبدرجة حرارة)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Time (min)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

(A
la

n
in

e
-4

-n
it

ro
a

n
a
il

id
e

) 
*1

0

ISO. I

ISO. II

 
 -4-(: السياق الزمني لارتباط )الالنين13شكل ) 

 . IIو  AAP Iات نايتروأنلايد( مع متناظر

 

( يلاحدظ ان السدرعة تتناسدب طرديدا 1ومن الشكل )

الأمثدددل للمدددادة الأسددداس  مدددع التركيدددز لحدددد التركيدددز

(2x10
-3

( مددددول/لتر وهددددذا يعحددددي علاقددددة خحيددددة 

 S(، وعند رسم العلاقة بدين   13موضحة بالشكل )

 ]log  والموضدددددددحة بالمعادلدددددددة مقابدددددددل الدددددددزمن

   [21]الاتية

log S  = log So  -
2.303

k . t
......................(13 )

 

-فان ميل الخط المستقيم الناتج يكدون مسداويا الدى ) 

K / 2.303  والدددذي منددد  تحسدددب قيمدددة  ثابدددت )

 وقيمت  مساوية الى   ) (Kالسرعة 

k =
Vmax

Km
............ ( 14 )

 
للمتنداظرين   (k)( قديم الثابدت 14يوضح الشكل ) اذ

(I   ،II )  دقيقة  39و 12والمساوية
-1

والي على التد 

وهددي تمثددل وحدددة الثابددت عندددما يكددون التفاعددل مددن 

 .  الأولىالمرتبة 
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(: لوغاريتم تركيزالمادة الاساس مقابل 14شكل)

الزمن من معادلة السرعة للمرتبة الاولى 

 م.°37))عند درجة حرارة  IIو  Iللمتناظرين 

 
 

 

-4-ع الالنددددددينمدددددد AAPان ارتبدددددداط متندددددداظرات 

   [19]عن  بالمعادلة الآتيةيمكن التعبير  نايتروأنلايد

E  +  S         ES         P
k1

k-1

kp
................( 16 )

         

 إن    اذ

 k+1  ( ثابت سرعة التفاعل لتكوين المعقد =AAP 

–Alanine aminopeptidase   ويحسدب مدن . )

ميل الخط المسدتقيم فدي معادلدة المرتبدة الأولدى عندد 

 رسم الزمن مقابل فعالية الأنزيم .

k-1 التفاعل لتفكد  المعقدد ) = ثابت سرعةAAP –

Alanine aminopeptidase   . عندد الاتدزان. )

[ هدي  S0( يلاحظ أن قيمة   14ومن خلال الشكل )

[ S0اقل بكثير من قيمة ثابت ميكالس مندتن أي إن   

 <<Km    ومددن خددلال متابعددة الزيددادة بالسددرعة  .

مع الزيادة في تركيز المادة الأسداس كمدا فدي الشدكل  

وبالتددالي فيكددون تركيددز المتندداظر  )الأنددزيم (  ( ،1)

غير مهم لأن  يكون أقل بكثير من مضاعفات تركيز 

المادة الأساس وهذا يعندي أن تركيدز المدادة الأسداس 

تركيدز المدادة الأسداس الحدر نزلدة مدع الأندزيم هدو بم

[ . وعند تحبيق معادلة f   Sوالذي يرمز ل  
 
[21]

  

Scatchard  بدين المدادة الأسداس للتوازن الترابحدي

 ومتناظرات الأنزيم   

S
= -

1

Ks
S        +

E

KsS
b

f
b

n
t ...........( 17 )

S] bالمرتبط  نايتروأنلايد-4-[ = تمثل تركيزالألنين 

[ S]f الحر .   نايتروأنلايد-4-= تمثل تركيزالألنين 

[ E] t . تركيز الأنزيم الكلي = 

 Ks (  ثابدددت تفكددد  المعقدددد =AAP–Alanine 

aminopeptidase  . ) 

   n . عدد جزيئات الأرتباط = 

AAP + Alanine -4- nitroanilide AAP-Alanine -4- nitroanilide
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[ b  S[ مقابل  b  S/  ] f  Sوعند رسم العلاقة بين 

-)   نحصددل علددى علاقددة خحيددة ميلهددا مسدداوي الددى

1/KS  وتحسددب قيمددة ) KS  مددن ميددل المسددتقيم فددي

( . وأمدددا نقحدددة تقددداطع الخدددط 16( ، )15الشدددكلين )

المسددتقيم مددع المحددور الأفقددي فسدديكون مسدداويا إلددى 

معلومدة  KS( وبما ان قيمة  Ks )  /t  E  ]n القيمة

والتدددي تمثدددل التركيدددز  n[E]tفددديمكن حسددداب قيمدددة 

    Ksالكلي لجزيئات الارتبداط . وقيمدة ثابدت تفكد  

 تمثل بالمعادلة    

Ks =

k-1

k1

........... ( 18 )

                

وثابددت التفكدد   Kaوان العلاقددة بددين ثابددت التددوازن 

Ks    الشكل الأتي   تتمثل ب 

Ka =

1
........... ( 19)

KS 
 Kaلدذا يمكددن حسداب قيمددة ثابدت التددوازن  

 AAP–Alanineللمعقددددددددددد المتكددددددددددون )

aminopeptidase   والذي يمثل بالمعادلة الآتيدة )

  

 

Ka =

k-1

k1
........... ( 20 )

 
 

 

 

 , 37(  وبدرجات حرارية مختلفة )  Iتباط المادة الأساس مع المتناظر  ) لار Scatchard( : رسم 15شكل )

( م 10, 20
0
 . 
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وبةةدرجات  IIنايتروأنلايةةد( مةةع المتنةةاظر -4-لارتبةةاط المةةادة الاسةةاس )الالنةةين Scatchard(: رسةةم 16شةةكل )

 م.(°37,20,10حرارية مختلفة )

 

 

ابةةت اللركيةةة لارتبةةاط المةةادة (: قةةيم الثو4جةةدول )

( وبدرجةةة حةةرارة IIو Iالاسةةاس مةةع المتنةةاظرات )

 م.(37°)
 

Isoenzyne 

K+1 

mole-1
. 

min-1 

K-1 

.×10-3 

min-1 

Ka= 

(K+1/K-1) 

mole-1 

Ks=(K+1/K-1) 

×10-3 mole-1 

I 12 2.66 4.5 0.22 

II 3.9 3.25 1.2 0.83 

 

ضح ( يت4ومن متابعة قيم الثوابت في الجدول رقم)

نايتروأنلايد( أما ان يتحلل في -4-ان المعقد)الالنين

يتج  نحو  واماتفاعل عكسي الى المواد المتفاعلة 

أعحاء الناتج وتحريرالانزيم ، اذ ان القيمة العالية 

تجعلنا نفترا ان ميكانيكية  Kaلثابت الأتزان 

التفاعل تتضمن خحوة واحدة متعاكسة ويجب ان 

نسبيا والتي بدورها  تكون متبوعة بخحوة بحيئة

تكون متبوعة بخحوة أكثر سرعة. ومن الممكن 

اهمال الخحوة المتعاكسة )الخحوة المحددة 

  أتيللسرعة(ودليل ذل  ماي
 إن إذ( II,Iالقيم العالية لثابت الاتزان للمتناظرين ) -2

.K-1< K+1    

 ∆و*S∆قيم الدوال الثرموديناميكية )-1

G*و∆H*(في الجدول )ها بالحالة (مقارنة بقيم3

 الاساس والمستقرة.

ضمن انتقال مع م الجزئيات باتجاه ييعني أن  س هذا

-AAP-Alanine-4تكوين المعقد)

nitroanilideسيحرة خحوة  من ثم(وK+1  على

معادلة سرعة التفاعل بالمعادلة الأرتباطية كما ذكر 

سابقا. باعتبار ان الخحوة من المعادلة الارتباطية 

)كما في الخحوة المحددة قريبة من الاتزان 

 للسرعة( أي لاوجود لحالة التوازن.

نستنتج من الدراسة الحالية ان اختلاف قيم الثوابت 

، Kmمثل   AAP II,Iالحركية لمتناظرات الانزيم 

التركيز الامثل للمادة الاساس، الدالة الحامضية 

تؤكد تباين هذه المتناظرات وأحتمالية تكونها في 

ا نستنتج من الدراسات أنسجة مختلفة. كم

الثرموديناميكية ان القوة الدافعة للتفاعلات 

الارتباطية تعتمد على دالة التغير بالانتروبي 

-4
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[Alanine-4-nitro analide]  * 10  M/L
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(S>0Δ مماتدل على أهمية التأثيرات الكارهة )
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Kinetic and thermodynamic Studies Of Alanine 

Aminopeptidase(AAP) Isoenzymes I,II Partially Purified 

From Patient's Urine With Urinary Tract Cancer 
 

Taghreed U.Al-Akabie* 
 

*College of Eudction- Ibn Al-Haytham, Baghdad university 

 
Abstract 

The activity of Alanine aminopeptidase( AAP ) was measured in the urine of 

healthy and urinary tract cancer patients , the results showed higher activity of (AAP) 

in patients  compared to healthy . AAP was Purified from the urine of healthy and 

patients with urinary tract cancer  by dialysis and gel filtration  (Sephadex G – 50)   

and two isoenzymes of (AAP) were separated from urine by using ion-exchang resin 

(DEAE – Sephadex A – 50 ) in previous study. 

The kinetics studies showed that both isoenzymes I and II obeyed Michaelis – Menton 

equation . with optimal concentration of alanine-4-nitroanilide as substrate for 

isoenzymes   I and  II  which was (2 x 10
-3

 mol/L ). The two isoenzymes obeyed 

Arrhenius equation up two 37
°
 C and  their Ea and Q10  constants were determined . 

The binding of  alanine-4-nitroanilide by two isoenzymes   I ,  II  were  studied and 

the kinetic constant ( k+1 , k-1 , Ka , Ks )  were  indicated that the reaction was first 

order at   37
°
 C .Thermodynamic parameters of the standard state ( ∆G

°
, ∆H

° 
, ∆S

°
 ) 

and the transition state ( ∆G
*
, ∆H

* 
, ∆S

*
 ) were determined by using Vant Hoff and 

Arrhenius equations. 

 

 

 

 

 


