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  دراسات حركیة لمتناظر انزیم الفوسفاتیز القاعدي المنقى من لعاب مرضى داء السكر
  1اسراء اسماعیل یاسین  ، 2نزار احمد ناجي ، 1فراح غالي الصالحي

  ، العراق تكریت ، جامعة تكریت ،كلیة التربیة للبنات ، قسم الكیمیاء  1
  ، العراق تكریت ، ، جامعة تكریتكلیة العلوم  ،قسم الكیمیاء  2

  الملخص:
حیث كان التركیز الامثل للمادة الاساس  شمل هذا البحث الدراسات الحركیة لمتناظر انزیم الفوسفاتیز القاعدي المنقى من لعاب مرضى داء السكر

)10mM منتن ( -میكالیس) وبلغت قیم ثابتKm ()4.762( ) م . وقد تم تحدیــد °)37ملي مولار ، اما درجة الحــرارة المثــلى لعمل الانزیم ومتناظره
) على التوالي. بینما كانت  1.11 و  KJ.mol-1 17.785المنقى  إذ بلغت (  ALPلمتناظر  Q10و معامــل درجة الحرارة   Eaقیم طاقـة التنشیـــط 

  ).10.1له ( pKaوقیمة  10المثلـى  pHدرجة 
و   Co+2 المنقى إذ اظهـــرت النتائــج ان الایونـــات ALPكذلك شملت الدراسة تأثیر بعض الایونات المعدنیة والاحماض الامینیة على متناظــر 

Mg+2   وNi+2  ) على فعالیــة المتناظــر اما الایونــات ٌ ٌ تنشیطي و   .Cysسستائین والاحماض الامینیـــة  EDTAو  ) Cu+2و   Zn+2لهـــا تأثیــر
یعمــلان كمثبطــات غیر  .Trpو .Cys فقد اظهرت تأثیرا تثبیطیا . وبینت النتائــج ان .Trpتربتوفان  و .Pheفینایل الانین  و  .Leuلیوسین

  على التوالي. .Trpو .Cys ملي مولار لكــل من )3.7و   Ki )6.3حیث بلغت قیم   non-competitive inhibitionتنافســــیة 
   . تنقیة انزیم الفوسفاتیز القاعدي، اللعاب ، داء السكر ، الدراسات الحركیةكلمات المفتاح: 

  المقدمة
 orthophosphate monoesterینتمي انزیــــم الفوسفاتیــز القاعـدي 

phosphohydrolase )1 ( ،EC 3.1.3.1  لصنف الانزیمات المحللة
)(hydrolases  التي تعمل على تحـــلل الفوسفــات احادیــة الاستــر

phosphor monoester  من الجزیئات العضویة مثل
والدیوكسي رایبونیوكلیوتیدات  ribonucleotidesالرایبونیوكلیوتیدات 

deoxy-ribonucleotides  والبروتینات والقلویدات واسترات
لانتاج الفوسفات  )2(الفوسفات وانهیدریدات حامض الفوسفوریك

ي ــینعـند اس هیدروج )1(ول او الفینول او السكرـــاللاعضـوي والكح
یوجد الفوسفاتیز القاعدي في كافة انسجة  . )pH  7.5 - 11 ()3قلوي (

والامعاء  bone والعظام liverجسم الانسان والتي تتضمن الكبد
intestine  والمشیمةplacenta)4( و یحتوي الكبد والعظام على .

بینما تركیزه أقل في الكلیة والامعاء والمشیمة  الانزیمتركیز عالٍ من 
، وسبب الكمیة العالیة للانزیم في Leukocytes ریات البیض والك

علیه التي  osteoblastsالعظام هو احتواء اغشیة الخلیة العظمیة 
  .)5(تكون وحدة البناء للتشكیل العظمي

بواسطة  ALPتركیب  )1985(وجماعته   Sawadakiوصف الباحث
وي ــحیث یحت X-ray crystallographyبلوریات الاشعـة السینیـــة 

 على الاحماض الامینیة بمواقعها التالیة:   active site ه النشطــموقع

Asp.101 , Ser.102 , Ala.103)6(  عتبر من الانزیمات المعدنیة واُ
metalloenzymes)7(  بسبب احتواء موقعه النشط على ایون

    .)Zn+2 )8وایونین للخارصین Mg+2المغنیسیوم 

في الثدیات وتتضمن  ALPهناك ثلاثة متناظرات للفوسفاتیز القاعدي 
والموجود في  )Intestinal isoenzyme  )IALPالمتناظر المعوي

 Placentalالغشاء المخاطي للامعاء والمتناظر المشیمي

isoenzyme  )PALP ( والذي یظهر في دم النساء عند الثلث
ناظر في الخلیة الاخیر من فترة الحمل او یظهر هذا المت

و المتناظر غیر المتخصص للانسجة  Germ-cell ALPالتناسلیة
Tissue – nonspecific isoenzyme )TNSALP(  ویظهر في

. وقد استعملت )4(العظام والكبد والكلیة والرئتین وكریات الدم البیض
عدة طرق لتنقیة انزیم الفوسفاتیز القاعدي حیث تمت تنقیته لاول مرة 

على طریقة التجزئة والترسیب بواسطة الاسیتون من امعاء  بالاعتماد
. واجریت تنقیة الانزیم من بكتریا )9(العجل بدرجة تنقیة عالیـة

Rhizobium ) 65باضافة تراكیز من كبریتات الامونیوم  بنسبة – 

من الاورام   ALPوبعدة خطوات للفصل تمت تنقیة  )10()40%
. وتمكن )11(بدرجة نقاوة جیدة  Human seminomasالمنــویة 
من  ALP) من تنقیة 2007وجماعته ( Guimaraesالباحث 

Aspergillus caespitosus  بواسطة تقنیات الفصل
من  ALP. وفي دراسة سابقة تم فصل متناظرات )12(الكروماتوغرافي

قي المتناظر الغیر متخصص للانسجة من  ُ لعاب مرضى داء السكر ون
  . )13(هؤلاء المرضى

تطبیقات مهمة في المجالات الطبیة  فقد لوحظ الارتفاع   ALPولانزیم 
العالي لمستواه  في سرطان القولون المستقیم الانبثاثـي مما جعله مؤشرا 

. وبینت الدراسات الارتفاع  )14(رئیسیا سهل وفعال لتشخیص المرض
في امصال ) BALP  )Bone alkaline phosphataseالمعنوي لـ

الثدي والبروستات اذ له دور مكمل في التشخیص  مرضى سرطان
. یرتبط ارتفاع مستوى الفوسفاتیز القاعدي بتناول بعض  )16،15(المبكر

اذ له بعض  Anti-epilepsyالعقاقیـــر، مثلا العــلاج المضــاد للصــرع 
وبذلك یسبب هذا العقار  Dالمضاعفات على العظام وایض فیتامین 

یز القاعدي بمرتین عن الطبیـعي وحـــدوث نقص ارتفاع مستوى الفوسفات
المصابین  )13(ولعاب) 18(. ووجد ارتفاع مستواه في دم)D)17في فیتامین 

و متناظره المنقى  ALPبداء السكر. ولایجاد الظروف المثلى لعمل 
 متناظرالفقد شملت الدراسة الحالیة  بعض الخواص الحركیة للانزیم و 
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السكر وذلك لاهمیة هذا الانزیم في المنقى من لعاب مرضى داء 
  الحفاظ على بنیة العظم .

  
  المواد وطرائق العمل 

 collection  Salivaجمع اللعاب 
) دقیقة على الاقل 60 – 30جمعت عینات اللعاب في الصباح بعد (

من الافطار، اذ تم جمعها دون تحفیز عن طریق البصاق وتم وضعه 
  م .°5في اوعیة بلاستیكیة مغطاة ومدرجة ، حفظت العینات في 

  في اللعاب ALPتقدیر فعالیة انزیم الفوسفاتیز القاعدي 
في تقدیر فعالیة انزیم  )Kind & King )1954()19استعملت طریقة 

الفوسفاتیز القاعدي في اللعاب المتضمنة اضافة فوسفات الفنیل وهي 
المادة الاساس لعمل الانزیم لیتحرر الفینول نتیجة تأثیر الانزیم على 
المادة الاساس وبالتالي یتكون معقد الكوینون الاحمر اللون اذ تتناسب 

  شدة اللون طردیا مع فعالیة الانزیم.
  ALPقیاس تركیز البروتین لأنزیم 

لقیاس تركیز البروتین في ) Lowry method )20اتبعت طریقة لوري 
 Bovinاللعاب او الجزء الناضح وبإستعمال البومین مصل البقر 

serum albumin (BSA) كبروتین قیاسي.  
  الدراسات الحركیة لمتناظر انزیم الفوسفاتیز القاعدي 

بطریقة من لعاب مرضى داء السكر  ALPبعد فصل متناظرات انزیم 
 – DEAE كروماتوغرافیا التبادل الایوني باستخدام الراتنج 

Cellulose A50  الغیر متخصص للانسجة ( الاول متناظرالوتنقیة
(TNSALP بطریقة الترشیح الهلامي)تم دراسة الصفات الحركیة ، ) 13

  :هذه الدراسات ، وشملت المذكورلمتناظر ل
 Disodium phenyl phosphate. تأثیر تركیز المادة الاساس 1

(DPP)  وایجاد الثابت Km  
على فعالیة  DPPتم دراسة تأثیر التراكیز المختلفة للمـادة الاســـاس  

ملي ) 4 , 6 , 8 , 10 , 12 , 14، اذ استعملت التراكیز ( ALPانـزیم 
تم حیث  ALPمولار لایجاد تركیز المادة الاساس الامثل لعمل انزیم 

،ومن رسم العلاقة بین سرعة التفاعل  ALPسرعة تفاعل  قیاس
معرفة التركیز الامثــل الذي تصل عنده  تموتركیز المادة الاساس 

  .Vmaxسرعة التفاعل قیمتها العظمى 
بیرك البیانیة  –باستعمال طریقة لینوفر  Kmو تم الحصول على قیم 

 DPP )1/[S]والتي تربط بین القیم العكسیة لكل من السرعة وتركیز 
vs. 1/v(  

  . تعیین درجة الاس الهیدروجیني الامثل2
 Sodiumي للمحلـول المنظـــم ( ـدُرس تأثیر الاس الهیدروجین

carbonate – Bicarbonate  على سرعة تفاعل متناظر (
 , 11مختلفـــة ( pHالفوسفاتیز القاعدي ، اذ استعملت محالیل ذات 

بتركیــز  DPP) بوجود المادة الاساس 8.5 , 9 , 9.5 , 10 , 10.5
10mM  م ، و تم تعیین ° 37ودرجة حرارةpH  الامثل من خلال

  رسم العلاقة بین سرعة التفاعل والاس الهیدروجیني.

وذلك بإستعمال  Kmأثیر الاس الهیدروجیني على قیمة الثابت ودُرس ت
وبدرجة حرارة ) 9 , 9.5 , 10 , 10.5(قیم مختلفــة للاس الهیدروجیني 

المادة الاساس لانزیم الفوسفاتیز  DPPم بوجود تراكیز مختلفة من° 37
بیرك  –) ملي مولار ، اذ استعمل رسم لینوفیر 6 , 8 , 10القاعدي (

التي  pkm، بعد ذلك رسمت العلاقة بین قیم  Kmلحساب قیمة ثابت 
  .pKaتم الحصول علیها والاس الهیدروجیني لایجاد قیمة 

     Effect of temperature. تأثیر درجة الحرارة 3
 , 27 , 37 , 47 , 57تم اجراء التفاعل في درجات حراریـــة مختلفـــة (

 – Sodium carbonateم بوجــود المحلـــول المنظـــم ( °)7 , 17

Bicarbonate  ذو (pH 10 وتركیز المادة الاساس)DPP ( 

10mM.ومن ثم رسمت العلاقة بین سرعة التفاعل ودرجة الحرارة ،  
باستعمال  kmوتمت دراسة تأثیر درجة الحرارة على قیمة الثابت 

) 15خـلال فترة حضن (م °)17 ,27 ,47,37درجات حراریة مختلفة (
دقیقة لمعقد الانزیم ومادته الاساس بوجود المحلول المنظم ( 

Sodium carbonate – Bicarbonate  ذي الاس الهیدروجیني (
pH 10  وباستعمال تراكیز مختلفة من المادة الاساسDPP )10 , 8 

بیرك تم التعرف على قیم  –خلال رسم لینوفیر ملي مولار، ومن  )6 ,
Vmax وKm  عند كل درجة حراریة . وبالاعتماد على المعادلات ذات

ومعامل درجة الحرارة   Eaالعلاقة تم الحصول على قیمة طاقة التنشیط
Q10.  

  ALP. تأثیر الزمن على فعالیة انزیم 4
تم دراسة تأثیر الفترة الزمنیة لحضن مزیج التفاعل على فعالیة انزیم 

ALP  10باستعمــال تركیــزmM  من المـــادة الاساسDPP  وبفترات
م ° 37دقیقة وبدرجة حرارة  )0 , 5 , 10 , 15 , 25 , 30زمنیـــة (

 Sodium carbonate – Bicarbonateوبوجود المحلول المنظم  ( 
وبرسم العلاقة بین فعالیة الانزیم والزمن تم التعرف  pH  10) ذي 

  على تأثیر الزمن على سرعة تفاعل الانزیم.
  ALPعلى متناظر  EDTAتأثیر الایونات المعدنیة و. 5

 ALPتمت دراسة تأثیر بعض الایونات على فعالیة متناظر 
 Co+2وخصوصا التي لها تأثیر تحفیزي او تثبیطي كالكوبلت 

 و  Cu+2اسـوالنح Zn+2والخارصین Ni+2والنیكل  Mg+2والمغنیسیوم

EDTA ) ملي مــولار وتم 1 , 3 , 5 , 10، اذ استعملت التراكیــز (
البیكاربونات المنظم ذي الاس  –التفاعــل بوجــود محلــول الكاربونات 

، وتم حساب النسبة المئویة للتثبیط او التحفیز لهذه  10الهیدروجیني 
  . EDTAالایونات و

  ALP. تأثیر بعض الاحماض الامینیة على متناظر 6
ض الاحماض الامینیة دُرس الاثر الذي احدثته التراكیز المختلفة لبع

)Leu., Phe. ,Cys. , Trp. على فعالیة متناظر (ALP  اذ ،
) ملي مولار، وحسبت نسبة تثبیط 1 , 3 , 5استعملت التراكیز (

. كــذلك تم دراسة تأثیر  ALPالاحماض الامینیة المذكورة على فعالیة 
) ملي 1 , 3 , 5باستعمــال التراكیز ( .Trpو  .Cysالتثبیـــط  لكل من 

) DPP )12 , 10 , 8 , 6 , 4مولار مع استعمال تراكیز مختلفة من 
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 –ملي مولار ، وتم التفاعل بوجود المحلول المنظم كاربونات 
  .pH 10بیكاربونات الصودیوم ذي 

  النتائج والمناقشة
المنقى من لعاب  ALPالخواص الحركیة لمتناظر انزیم 

  مرضى داء السكر
  Kmوایجاد  DPPة الاساس . التركیز الامثل للماد1
 Disodium phenylتم دراسة تأثیر تركیز المادة الاساس  

phosphate  على سرعة التفاعل الانزیمي لانزیم الفوسفاتیز القاعدي
 sephadexاللعابي والانزیم المنقى جزئیا المفصـول من عمــود 

G100  وایجاد التركیز الامثل للمـادة الاساسDPP  حیث توضح
) للانزیم ومتناظره ارتفاعا في سرعة التفاعل مع 2) و (1الشكلیـن (

لحین الوصول الى السرعة القصوى عند التركیز  DPPارتفاع تركیز 
)10mM وبعدها تبدأ سرعة التفاعل بالانخفاض عند التراكیز العالیة (

یط . (التراكیز الاعلى من التركیز الامثل للمادة الاساس) لحدوث التثب
ویتضح من الاشكال المشار لها اعلاه ان الانزیم اللعابي ومتناظره 

منتن حیــث الشكــل الناتج هو زائدي  –یخضعان لمعادلة میكالیس 
كــذلك  )18()2000المقطع ، وهذا یتفق مع ماتوصلت له الشریفــي (

اللذي استخدم ) 21()2010وجماعتـه ( Maheshیشابـه ماتوصــل لـه 
  . paranitro phenol phosphateلاساس المادة ا

  
): تأثیر تركیز المادة الاساس على فعالیة الانزیم 1الشكل (     

  اللعابي عند مرضى داء السكر

  
 ALP): تأثیر تركیز المادة الاساس على فعالیة متناظر 2الشكل (

  اللعابي المنقى عند مرضى داء السكر
 Kmبیرك في حساب قیمة  –وقد تم اتباع الطریقة الخطیة لینوفیر 

للانزیم في اللعاب ومتناظره المنقى بطریقة الترشیح الهلامي ، 

 v/1حســب الطریقة المذكورة ( Km) توضــح قیم 4) و(3فالاشكال (

vs 1/[s]ملي مولار للانزیم في لعاب   5.88) والتي كانت مساویة لـ
ملي مولار لمتناظره المنقى. بینما كانت  4.762   مرضى داء السكر و

مول/لتر في امصال مرضى داء  3-10×3.84مساویة لـ Kmقیمة 
ولم تشر الادبیات الى دراسات حركیة سابقة للانزیم اللعابي  )18(السكر

 ALPلانزیم  Kmبینما هنالك العدید من المصادر مثلا كانت قیمة 
ملي  2.74 مساویـة لـ KIBGE-HASفي العصیات الدقیقة 

  .)22(مولار

  
ي لعاب فALPانزیم  Kmبیرك لحساب  -): رسم لینوفیر3الشكل(

  مرضى داء السكر

  
 ALPلمتناظرانزیم  Kmبیرك لحساب  -): رسم لینوفیر4الشكل(

  المنقى
 ALP. تأثیر الاس الهیدروجیني على سرعة تفاعل انزیم 2

  Kmومتناظره وعلى الثابت 
تؤثر درجة الاس الهیدروجیني على الفعالیة الانزیمیة نتیجة لإختلاف 
طبیعة الانزیم وتركیبه الكیمیائي اضافة الى وجود المجامیع الایونیة 

 pHحیث تعمل الانزیمات في درجة  )23(المتعددة التي یحملها الانزیم
. )H+)24مثلى لانها حساسة جدا الى التغیر بتركیز ایون الهیدروجین 

اذ تبین عند استخدام درجات مختلفة من الاس الهیدروجیني للمحلول 
 ALPبیكاربونات) المستعمل في تفاعل انزیم  –المنظم (كاربونات 

ومتناظره ارتفاعاً في سرعة التفاعل مع ارتفاع درجات الاس 
الامثل  pHالهیدروجیني لحین الوصول الى السرعة القصوى عند 

ها انخفضت فعالیة الانزیم ومتناظره عند بعد pH 10والذي كان عند 
تؤدي الى التنافر  pHحیث الزیادة في  10اعلى من  pHدرجات 

الكهربائي الداخلي او فقدان الشحنة الكهربائیة الداخلیة على جانب 

Km = 

Km = 4.762mM 
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سلاسل الاحماض الامینیة الناتجة من فتح جزیئة البروتین المكون 
مادة  –تكویــن معقد انزیم للانزیم وبذلك یصبح الانزیم غیر قادر على 

) العلاقة بین سرعة 6) و (5. وتوضح الشكلین ()ES()22اساس (
التفاعل والدرجات المختلفة للاس الهیدروجیني لكل من الانزیم في 
اللعاب ومتناظره عند مرضى داء السكر على التوالي ، وان ماتم 

 Raimiو )18()2000التوصل الیه یتطابق مــع ماتوصـــل له الشریفـي (
  . )25()2011وجماعته (

  
): تأثیر الاس الهیدروجیني على فعالیة الانزیم اللعابي عند 5الشكل (

  مرضى داء السكر

  
): تأثیر الاس الهیدروجیني على فعالیة متناظرالانزیم 6الشكل (

  اللعابي المنقى عند مرضى داء السكر
 Kostadinova و Marhova  بینما اظهــرت نتائج الباحثــان

 Bacillus cereusالمنقى من  ALPالامثل لانزیم  pH) ان 2010(
 – glycineو Tris-HClباستعمال المحلول المنظم  9.5هي 

NaOH)26(  اما ،pH  الامثل للانزیم فيBacillus spp.  فقد كانت
  . )21()2010وجماعته (  Mahesh ) في دراسة8.8(

) تأثیر التغیر في الاس الهیدروجیني على فعالیة 7یوضح الشكل (
اللعابي عند مرضى داء السكر عند تراكیز مختلفة  ALPمتناظر انزیم 

بیرك برسم  –) ومن خلال معادلة لینیوفیر DPPمن المادة الاساس (
) تم حساب قیم 8) كما یوضحها الشكل (v vs. 1/[s]/1العلاقة بین (

Km  عند درجات مختلفة من الاس الهیدروجیني حیث ان ثابت
  منتن یتأثر بتغیر الاس الهیدروجیني. –میكالیس 

  
): تأثیر الاس الهیدروجیني على فعالیة متناظرالانزیم المنقى 7الشكل(

  من مرضى داء السكر عند تراكیز مختلفة للمادة الاساس

  
 –الثابت میكالیس  ): تأثیر الاس الهیدروجیني على قیمة8الشكل (

  منتن لمتناظر الانزیم المنقى
مقابل الاس الهیدروجیني تم ایجاد  log Kmوبرسم العلاقة بین قیم 

التي تمثل قیمة الاس الهیدروجیني للحوامض الامینیة  pKaقیمة 
الموجودة في المواقع النشطة لمتناظر الانزیم المفصول  حیث بلغت 

) یوضح ذلك . وتدل قیمة ثابت التفكك التي 9) والشكل (10.1قیمته (
تم الحصول علیها تعود لمجموعة الامین الموجودة في الحامضین 

لهما بین  pKaالتي تتراوح قیم  Serineو Aspartic acidالامینیین 
في المركز النشط  .Serو  .Asp) وهذا یعني وجود 10.3-9.2(

  للانزیم.

  
 PKm): تأثیر الاس الهیدروجیني على قیمة 9الشكل (     

  المنقى ALPلمتناظر
  . تأثیر زمن التفاعل على فعالیة الانزیم3
تمت دراسة تأثیر زمن التفاعل على فعالیة الانزیم ومتناظره المنقى  

 C°37من خلال حضن الانزیم مع مادته الاساس في درجة حرارة 
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) دقیقة عند 0 , 5 , 10 , 15 , 20 , 25 , 30لفترات زمنیة مختلفة (
pH 10  حیث اظهرت النتائج ارتفاعاً في فعالیة الانزیم مع زیادة فترة

بعد فترة حضن  C°37الحضن ولوحظ اقصى فعالیة للانزیم عند 
دقیقة  15) دقیقة وبعد انقضــاء فترة 15لمزیج التفاعل الانزیمي لمــدة (

) 11) و (10لین (بدأت فعالیة الانزیم بالانخفاض كما توضحها الشك
للانزیم ومتناظره المنقى على التوالي ، وقد یكون ذلك بسبب الطبیعة 

  الحراریة المنسوبة للانزیم 

  
في لعاب  ALP): تأثیر الزمن على سرعة تفاعل انزیم 10الشكل (

  مرضى داء السكر

  
 ALP): تأثیر الزمن على سرعة تفاعل متناظرانزیم 11الشكل (

  المنقى من لعاب مرضى داء السكر
حیث كلما زاد الوقت تبدأ درجة الحرارة بكسر الاواصر بین اثنین من 
الاحماض الامینیة . وقد اتفقت نتائجنا لزمن استقرار الانزیم مع 

وجماعته  Ul Qader، امــا  )25()2011وجماعته (  Raimiالباحث
) فقد اظهرت نتائجهم ان اقصى نشاط یصل له الانزیم عندما 2009(

بینما اعطت نتائج  )22() دقیقة20لمدة ( ESتكون فترة حضن المعقــد 
Mahesh ) ان فترة الحضن المثلى لمعقد التفاعل 2010وجماعته (

  .)21() دقیقة30هي (
  . تأثیر درجة الحرارة على فعالیة الانزیم4

رارة مثلى (تساوي او اعلى او اقل بقلیل) من تمتلك الانزیمات درجة ح
درجة حرارة الخلیة التي تحویها ، اذ تزداد سرعة التفاعل الانزیمي 
بارتفاع درجات الحرارة حتى تصل الدرجة المثلى للتفاعل بعدها تبدأ 
بالانخفاض تدریجیا ویعزى ذلك لحصول عملیة مسخ او اتلاف جزیئة 

فسر هذا الانزیم حیث یعمل ذلك على خفض  ُ او فقدان فعالیة الانزیم وی
الانخفاض من خلال تأثیر درجات الحرارة العالیة الى حالة التأین 

للمجامیع الموجودة على سطح الانزیم ومادته الاساس ولكون 
الانزیمات جزیئات بروتینیة معقدة یتأثر نشاطها التحفیزي في التركیب 

الحرارة یعمل على تغیر  البنائي الثلاثي المنتظم لذا فارتفاع درجات
  .)18(الشكل الهندسي والطبیعي للانزیم مما یسبب فقدان الانزیم لنشاطه

ومتناظره مع  ALPوقد اوضحت النتائج ارتفاع سرعة التفاعل لانزیم 
م ° 37زیادة درجة الحرارة وكانت اقصاها عند الدرجة الحراریة 

على الانزیم ) یوضحان تأثیر درجات الحرارة 13) و (12والشكلین (
ومتناظره على التوالي. وهذه النتائج تتفق مع ماتوصلت له الشریفي 

 Ulو )18() بالنسبة للدرجة المثلى لعمل الانزیم في مصل الدم2000(

Qader ) 22()2009وجماعته(  ووجــدKumar ) ان 2008وجماعته (
تقترب من  Rhizobiumفي بكتریا  ALPدرجة الحرارة المثلى لعمل 

  Rhizopodiformisفي  ALPاما الدرجة المثلى لعمل  )10(م° 37
) ان درجة 2011وجماعته ( Njoku، وبینت نتائج  )7(م° 65هي 

 45الحرارة المثلى لعمل انزیم الفوسفاتیز القاعدي في كبد الارنـب هي 
  .)27(م°

  
في  ALP): تأثیر درجة الحرارة على سرعة تفاعل انزیم 12الشكل (

  لعاب مرضى داء السكر

  
): تأثیر درجة الحرارة على سرعة تفاعل متناظرانزیم 13الشكل (

ALP المنقى  
 Ea( Energy ofوتم تعیین الثوابت الثرموداینیمیكیة كطاقة التنشیط (

activation  ومعامل درجة الحرارةQ10  لمتناظرALP  اللعابي
المنقى من خلال دراسة تأثیر درجات الحرارة المختلفة وبوجود تراكیز 

إذ تبین ان سرعة التفاعل الانزیمي  DPPمختلفة من المادة الاساس 
Vmax  10م وتركیز (° 37تبلغ اقصاها عند الدرجة الحراریةmM (

  ).14التركیز الامثـل للمــادة الاساس ویوضح ذلك الشكــل (
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): تأثیر درجة الحرارة على سرعة تفاعل متناظرانزیم 14الشكل (

ALP المنقى عند تراكیز مختلفة من المادة الاساس  
  

عند درجات حراریة مختلفة المبینة   Kmوتم الحصول على قیم الثابت 
من خلال  Vmax) علاوة الى السرعة القصوى للتفاعل 1في الجدول (
). ومن رسم العلاقة بین 15بیرك كما یوضحها الشكل ( –رسم لینوفیر 

اللعابي المنقى ضد  ALPلمتناظر  Vmaxلوغاریتم السرعة القصوى 
معكوس درجة الحرارة المطلقة وجد ان الانزیم المنقى یخضع لعلاقة 

م حیث اعطى خطاً مستقیماً كما موضح في ° 37ارینوس حتى درجة 
یفي ) . وهذه النتائج جاءت مطابقة لما حصل علیه الشر 16الشكل (

لمصل دم المصابین بداء السكر  )2011()27( Njokaو )18()2000(
  وكبد الارنب على التوالي.

المنقى  عند  ALP لمتناظر انزیم Km): قیم 1الجدول (     
  درجات حراریة مختلفة

Km  mM (1/v vs. 1/[s]) Temp. °c 
22.22 17  

15.385  27 
10 37  

27.03 47 

 

  
المنقى عند ALPبیرك لمتناظرانزیم - رلینویفیرسم  ):15الشكل (

  درجات حراریة مختلفة

  
  اللعابي المنقى ALP): رسم ارینوس لمتناظرانزیم 16الشكل (

للتفاعل  Eaومن خلال رسم العلاقة اعلاه فقد تم حساب طاقة التنشیط 
 × log Vmax vs. 1/T]) 16وذلك من میل الخط البیاني في الشكل (

  :(28)بالمعادلةوالمتمثل  [10-3
Log K = -Ea / 2.3R . 1/T + log A 
Slope = -Ea / 2.3R  

اما عند ،   17.785 KJ.mol-1 = (Ea)إذ بلغت طاقة التنشیط 
المفصولة  ALP) فقد كانت طاقة تنشیط متناظرات 2000الشریفي(

 - cal/mol.)4326من مصل مرضى داء السكر تتراوح بین 

ووصلــت طاقـــة تنشیـــط الانزیم في حلیــب الابقــار ،  )18()2770.5
214.09 – 222 )KJ/mol ()29( ) وجد ان 2003بینما الصالح (

في سم ثعبان الصل الاسود تبلغ  ALPطاقة تنشیط 
6263cal/mol)30(  15.23في حین بلغتKJ/mol  لانزیــم كبد

  .)27(الارنب
والذي   Q10 (Temperature coefficientاما معامل درجة الحرارة (

یمثل العامل الذي یزید من معدل سرعة التفاعل الانزیمي بارتفاع درجة 
  م ، فقد تم حسابه من خلال المعادلة ادناه:° 10الحرارة 

Ea = 2.3R(T1×T2) × log Q10 /10 
). ان قیم معامل 1.11لمتناظر الانزیم المنقى ( Q10وقد بلغت قیمة 

لذلك فان  )28()1-2للتفاعلات الانزیمیة تقع بین ( Q10درجة الحرارة 
القیمة التي تم ایجادها تقع ضمن مدى التفاعلات الانزیمیة ، وقد 

وعند الصالح ) 18(1.55) مساویة لـ 2000كانت قیمته عند الشریفي (
في سم الصل الاسود (كوبرا  ALP)عن دراسته لانزیم 2003(

  .)30(1.44الصحراء) مساویة لـ
. تأثیر الایونات المعدنیة والاحماض الامینیة على متناظر 5

ALP المنقى  
   EDTA.  تأثیر الایونات المعدنیة و1.5

تعد الدراسات التثبیطیة والتنشیطیة  بواسطة الایونات انموذجاً من  
الوسائل المستعملة في علــم الانزیمات لمعرفة المراكز النشطة على 

كانیكیات تأثیر هذه الایونات المعدنیة سطح الانزیم . حیث توضح می
على فعالیة الانزیم من خلال تكوینها جسور بین الانزیم ومادته 
الاساس او احداث تغیرات في تركیب الانزیم مما یساعد في عملیة 

  .)31(التنشیط او التثبیط لذلك الانزیم
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 , Cu+2 , Zn+2 , Ni+2لذلك تمت دراسة تأثیر بعض الایونات (

Mg+2 , Co+2 وكذلك العامل الكلابي (EDTA  على فعالیة متناظر
المفصول والمنقى من لعاب مرضى داء السكر ، فقد تم  ALPانزیم 

) ملي مولار 1 , 3 , 5 , 10استخدام عدة تراكیز لهذه الایونات (
من المادة  10mMمضافة لمزیج التفاعل الانزیمي الحاوي على 

ذو  Carbonate-Bicarbonateوالمحلول المنظم  DPPالاساس 
و  Mg+2و  Co+2، اذ اظهـرت الایونــات  10الاس الهیدروجیني 

Ni+2  تأثیرا تنشیطیــا للانزیم عند التراكیـــز المذكورة وكانت اعــلى نسبة
) 10mM )69.95% , 52.55% , 67.797%تنشیـــط عند التركیــز 

ضحها الجدول على التوالي كما یو  Ni+2و  Mg+2و  Co+2للایونــات 
. )32()2009وجماعته ( Ying)، ان ماتم التوصل الیه یتفق مـع 2(

وتم اقتراح حدوث تفاعل قوي بین الایون المعدني والانزیم لإمتلاك 
ALP  بعض المعادن المرتبطة بالموقع النشط عند دراســـة تأثیــر

  . )Rhizobium sp.)10في  ALPالایونات المعدنیة على فعالیة 
المنقى  بواسطة  ALP): النسبة المئویة لتنشیط متناظر 2(الجدول 

  الایونات المعدنیة عند تراكیز مختلفة
Activation %  

Metal ion 
10mM  5Mm 3mM 1mM 

67.797 54.92  47.38 46.96 Co+2 

52.55 49.91  10.28 0.901 Mg+2 

69.95 64.630 33.232 33.212  Ni+2 

فقد اظهرا تأثیراً تثبیطیاً للانزیم حیث كانت  Cu+2و Zn+2اما الایونین 
بنسبة تثبیط  Zn+2لـ  10mMاعلى نسبة تثبیط عند التركیز 

) كما موضحة بالجدول %77.82بنسبة تثبیط ( Cu+2) و55.64%(
) حیث عزى 2003وجماعته ( Yanمع  Zn+2). واتفقت نتائج 3(

، اما في ) 33(والمادة الاساس Zn+2حدوث التثبیط لتكوین معقد بین 
) فقد اتفقت نتائجهما Marhova )2010 وKostadinova دراسة 

فلم یظهر تأثیراً على  Zn+2اما  Cu+2في تثبیط الانزیم بواسطة 
  . )26(الانزیم

المنقى  بواسطة  ALP): النسبة المئویة لتثبیط متناظر 3الجدول (
  عند تراكیز مختلفة EDTAالایونات المعدنیة و

Inhibition %  
Metal ion 

10mM  5mM  3mM 1mM 

55.64 44.55 22.364 11.273  Zn+2 

77.82 66.67 55.61 11.273 Cu+2 

88.152 77.83 55.64 11.3  EDTA 

-metaloمن الانزیمات المعتمدة على المعادن  ALPان 

dependent  لذلك انخفض نشاطه عند اضافةEDTA  الى مزیج
 Zn+2مع الایونات المعدنیة  EDTAالتفاعل الانزیمي لارتباط 

الموجودة في الموقع النشط للانزیم وتكوین معـقد كلابي  Mg+2و
Chelating complex  بینEDTA  وایوناتZn+2 وMg+2  وقد

) وان هذه %88.152بنسبة ( 10mMكان تثبیط الانزیم عند التركیز 

النتائج تطابق ماجاء في الدراسات السابقة حیث ثبط العامل الكلابي 
EDTA  انزیم الفوسفاتیز القاعدي فيAspergillus 

caespitosus)12(  اضافة لذلك فان ماتم التوصل الیه یشابه ،
وجماعته  Maheshو  )7()2008وجماعته ( Juniorماتوصل لـه 

 ALP) ان تثبیط 2001وجماعته ( Wang. وقد اقترح )21()2010(
 –المعوي یحدث بمیكانیكیة المعقد التنافسي حیث یتكون المعقد (انزیم 

EDTA الذي یؤدي الى تغییر هیئة الانزیم بإزاحة (Zn+2  من
  .)34(الانزیم
  . تأثیر الاحماض الامینیة2.5
تم دراسة تأثیر بعض الاحماض الامینیة على سرعة تفاعل متناظر    

المنقى جزئیا من لعاب مرضى داء السكر حیث عملت  ALPانزیم
 , 3 , 5) بتراكیز (.Leu. , Phe. , Trp. , Cysالاحماض الامینیة (

) ملي مولار على تثبیط متناظـــر الانزیم بنسب تثبیطیة متفاوتـــــة 1
بنسبة تثبیطیة  5mMحیث كانت اعلى درجة للتثبیط عند التركیـــز 

 و   .Phe) للاحماض 50.02% , 58.802% , 65.9% , 86.4%(

Trp. وLeu. وCys.  ) نسبة 4على التوالي ، ویوضح الجدول (
تثبیط الاحماض الامینیة اعلاه في التراكیز المذكورة. ان ماتم التوصل 

في  ALPو nucleotidase-´5الیه یشابه ماجاء في دراســة مقارنة 
و  Pheمینیة مشیمة الانسان اثناء التطور حیث ثبطت الاحماض الا

Trp.  وLeu.  بقوة انزیمALP)35(.،  اما بالنسبة لتثبیط متناظر
فانه یتفق مع ماتوصل له   .Cys الانزیم بواسطة الحامض الامیني

Kannampuzha ) 36()2009وجماعته(.  
المنقى  بواسطة  ALP): النسبة المئویة لتثبیط متناظر 4الجدول (

  الاحماض الامینیة عند تراكیز مختلفة
Inhibition %  

Amino acid 
5mM  3mM 1mM 

86.4 68.178  49.3  Cys. 

65.9  63.676 61.37  Leu. 

50.02  45.452 36.371  Phe.  
58.802 47.72 13.7 Trp. 

 .Trpو .Cysولتحدید نوع التثبیط الذي یسببه الحامضین الامینیین 
المنقى من لعاب مرضى داء السكر ، فقد تم دراسة تأثیر  ALPلانزیم 

 .Trpو .Cysهذین الحامضین من خلال استعمال تراكیز مختلفـة من 
 Dixonومن خلال رسم  DPPمع تراكیز مختلفة من المادة الاساس 

والموضحة  [I]مقابل تركیز المثبط  v/1الذي یوضح رسم العلاقة بین 
 .Cys فقد اتضح ان كل من الحامضین) 18) و (17في الشكلین (

 Non-competitiveیعملان كمثبطات غیر تنافسیة  .Trpو

inhibition   حیثKm  یبقى ثابتا بینما تنخفض السرعة القصوى
Vmax .  
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اللعابي المنقى  ALPلتثبیط متناظرانزیم  Dixon): رسم 17الشكل (

 .Cysبواسطة

  
اللعابي المنقى  ALPلتثبیط متناظرانزیم  Dixon): رسم 18الشكل (

  .Trpبواسطة
) أما Cys. )6.3mMباستعمال  Kiوقد بلغت قیمة ثابت التثبیط 

 Qiao) . بینما توصل 3.7mMفكانت ( .Trpقیمته مع المثبط 
 تثبیطا تنافسیا ALPیثبط انزیــم .Cys) ان الـ 2003وجماعته (

competitive inhibition  0.15حیث بلغ ثابت التثبیطmM)37(  ،
 Soفي دراسة  uncompetitive inhibitionوبتثبیط لاتنافسي 

  .)38()2007وجماعته (
 المصادر:

1. Martins, M. J., Negrao, M. R. and Hipolito-Reis, 
C. Clin. Biochem.; 34 , 6 (2001) : 463 – 468. 

2. Holander, V. P. Acid phosphatase In enzymes. 
P.D. Boyer Ed. Academic press, New York, 
Vol.4, 1971, pp. 450 – 498. 

3. Dhakad, R. K., Alam, S. I., Dixit, A. and Singh, 
L. Enzyme and Microbiol Technology; 36 (2005): 
855 – 861. 

4. Moss, D. W. Clin. Chem.; 28 (1982):2007 – 
2016. 

5. Corathers, S. D. Pediatrics in  Review; 27 
(2006):382 – 384. 

6. Sowadaki, J. M., Handschumacher, M. D., 
Murthy, K., Foster, B. A. and Wyckoff, H.W. J. 
Mol. Biol.; 186 (1985): 417 – 433. 

7. Junior, A. B., Guimaraes, L. H. S., Terenzi, H. 
F., Jorge, J. A., Leone, F. A. and Polizeli, M. L. 
T. M. Folia microbial; 53 (2008): 509 – 516. 

8. Kim, E. E. and Wychoff, H. W. J. Mol. Biol.; 
218(1991):449 – 464. 

9. Morton, R. K. Biochem. J. ; 57 (1954): 595 – 
603. 

10. Kumar, M., Kour, P.P. and Ganjewala, D. 
Research Journal of Microbiology ; 3 , 3 (2008):  
157 – 162. 

11. Yamamoto, T. and Katsuoka, Y. Tokai J. Exp. 
Clin. Led.; 23,4 (1998): 199 – 207. 

12. Guimaraes, L. H. S., Junior, A. B., Jorge, J. A., 
Terenzi, H. F., Polizeli, M. L. T. M. Folia 
Microbiol; 52 , 3 (2007) :231 – 236. 

13. Al-Salihi, F. G., Yaseen, A. I., Najy, N. A. 
Kerbala Journal of pharmaceupical Science; 2 
(2011): 279 – 289. 

14.  Maisano, R., Azzarello, D., Medico, P., 
Maisano, M., Bottari, M., Egitto, G. and Nardi, 
M. Tumori; 97(2011): 39 – 42. 

15. Chen, S. S., Chen, K. K., Lin, A. T. L., Chang, 
Y. H., Wu, H. H. H., Chang, L. S. J. Chim. Med. 
Assoc.; 72, 6 (2009): 301 – 306. 

16. Usoro, N. I., Omabbe, M. C., Usoro, C. A., 
Nsonwu, A. Afr. Health Sci.; 10,1 (2010): 9 – 13. 

17. Doost, Z. K., Moayyeri, H., Khosroshahi, N., 
Molatefi, R. TUMJ.; 68, 10 (2011): 590 – 594. 

"دراسة كیمیائیة حیاتیة للفوسفاتیز  الشریفي   ،غسق عبدالجبار .18
القاعدي الكلي والفوسفاتیز القاعدي ذي الوزن الجزیئي العالي 
المنقى من امصال الاشخاص المصابین بداء السكري" رسالة 

 .)2000(ماجستیر، كلیة التربیة للبنات/ جامعة تكریت
19. Kind, P.R. and King, E.G. J. Clin. Path.; 

7(1954): 322 – 326. 
20. Lowry, H., Rosebrough, J., Farr, L. and Randall, 

J. J. Biol. Chem.; 193(1951): 265 – 275. 
21. Mahesh, M., Neha, G., Rajesh, T. S., 

Somashekhar, R. and Puttaiah, E. T. JABPT.; I,1 
(2010): 21 – 33. 

22. Ul Qader, S. A., Iqbal, S. and Niazi, Z. Inter. J. 
of  Microbiology; 7,1 (2009). 

23. Cairyfa, V. R., Gill, D., Parola, A. H. Biophys. 
Chem.; 70,1 (1998): 41 – 56. 

24. George, J. and Losos, J. "The living world" 6th 
ed. (2010)  New York , NY.:MC Graw-Hill. 

25. Raimi, O. G., Fatai, A. A., Bankole, H. A., 
Olaitan, S. N., Fajana, O. O., Kazeem, M. I. and 
Akabada, K. A. J. Cell Tissue Research; 11,1 
(2011): 2485 – 2489. 

26. Kostadinova, S. and Marhova, M. Biotechnol. & 
Biotechnol. EQ.; 24,2 (2010): 602 – 606. 

27. Njoku, V. O., Chikezie, P. C., Kaoje, M. A., 
Monago, C. C. and Uwakwe, A. A. African 
Journal of Biotechnology; 10,6 (2011): 3157 – 
3162. 

28. Segel, I. H. "Enzyme kinetics:Behavior and 
analysis of rapid equilibrium and steady- state 
enzyme system" John wiley and sons, (1975a) 
New York; pp. 46 – 48. 

29. Stanciue, N., Ardelean, A., Diaconu, V., 
Rapeanu, G., Stanciu, S., Nicolau, A. Dairy Sci. 
& Technol.; 91,6 (2011): 701 – 717. 

30. Al-Saleh, S. S. M. Saudi J. Biol. Sci.; 10,1 
(2003): 42 – 50. 

31. Arise, R. O., Davies, F. F. and Malomo, S. O. 
Scientific Research and Essay; 3,10 (2008): 488 
– 494. 



  2012جامعة تكریت   -كلیة العلوم   –المؤتمر العلمي الثاني 

26 
 

32. Ying, Z. H., Tong, Y. U., Xing-ping, Z. H., Ju, 
G. A. O. Sichuan Journal of zoology; 28, 6 
(2009): 835 – 842. 

33. Yan, S., Liu, Y., Tian, X., Zhang, Y. and Zhou, 
H. Journal of Protein Chemistry; 22, 4 (2003): 
371 – 375. 

34. Wang, J. Y., Peng, X. J., Yang, D., An, L. J., Hu, 
J. H. and Zheng, X. F. Guany pu xue yu guany pu 
fen xi Guang pu; 21,5 (2001): 701 – 3. 

35. Chakraborti, A. S., Roychowdhury, p., Das, A. 
and Mukherjea, M. J. Biosci.; 2 ,3 (1980): 171 – 
179. 

36. Kannampuzha, J. V. A., Tupy, J. H. and Pritzker, 
K P. H. J. Rheumatol; 36, 12 (2009): 2758 – 
2765. 

37. Qiao, C., Qing-Xi, C., Jian-Cheng, L., Jin-Hua, 
L. Journal of Oceanography in Taiwan Strait; 
04(2003). 

38. So, P. P., Tsui, F. W., Vieth, R., Tupy, J. H., 
Pritzker, K. P. J. Rheumatol; 34(2007): 1313 – 
22. 

 
Kinetic studies of Alkaline phosphatase isoenzyme purified 

from saliva of diabetic patients 
Ferah Ghali Al-Salihi 1, Nazar Ahmed Najy 2,  Asra'a Ismaeel Yaseen 1 

1 Chemistry department , College of Education for women , Tikrit University 
2 Chemistry department , College of Science , Tikrit University  
Abstract: 
Kinetic studies of the purified Tissue – nonspecific isoenzyme of alkaline phosphatase (TNSALP  ) from saliva of 
diabetic patients  diabetic patients  was carried out in this research, and it was found that the optimum 
concentration for the substrate disodium phenyl phosphate (DPP) was (10mM) and the Km for the purified 
isoenzyme was (4.762)mM. This purified isoenzyme was obeyed Arrhenius equation up to 37°c  , and their Ea 
and Q10 constant were (17.78KJ.mol-1 and 1.11 ) respectively . While its pH optimum was 10 and its pKa value 
was (10.1). 
The study also included the effect of some metal ions and amino acids on the purified isoenzyme , The results 
revealed activation effect of Co+2 , Mg+2 , Ni+2 , while Zn+2 , Cu+2 , EDTA and the amino acids Cys. , Leu. , Phe. 
and Trp. showed inhibition effect. Cys. and Trp. act as non-competitive inhibitors, and their Ki value were (6.3 
and 3.7) respectively. 
Key word: alkaline phosphatase, saliva, diabetic , Kinetic studies 


