
ادرار المرضى المصابين  في IIو AAP  Iظرات أنزيم الالنين أمينو ببتايديز لمتنادراسة الصفات الحركية 
 بالعجز الكلوي المزمن

 العقبيتغريد علوم 
 ، تكريت ، العراق جامعة تكريت،  كلية التربيةقسم الكيمياء ، 

 ( 2008/  4/  22، تاريخ القبول:   2008/ 9/  91) تاريخ الاستلام:  
 

 الملخص:
وجزد أذ، مزن ادرار المرضزا المصزابين بزالعجي الكلزوي المزيمن IIوAAP Iدراسة الصفات الحركية لمتناظري أنزييم الالنزين أمينزو ببتايزديي الحالي تضمن البحث

II (2x10وIلكززل مززن المتنززاظرين ( يززدنززايترو أنلا --4اللنززين ) ا ززززمنززتن ،أذ كززان التركيززي الماززل للمززاد  الس -أن المتنززاظرين يعضززعان لمعادلززة ميكززالي 
-

الزا سزرلة التفالزل القصزود لنززد ال   كمزا وجزد حزدوث أرتفززاس عزي سزرلة تفالزل المتنزاظران الانززان مز  أرتفزاس ال  ال يزدروجيني الزا أن يصززل ،(مزول/لتر3
بعزد أن تزم قيزا   لكزل مزن المتنزاظرين Q10و Eaاوابزت وتزم تعيزين ال م º(37لوحظ أن المتناظرين يعضزعان لمعادلزة أرينزو  حتزا ) .وقد (8.7ال يدروجيني )

 النييم عي لينات أدرار مرضا العجي الكلوي الميمن وتنقيته وعصل متناظراته عي دراسة سابقة. ععالية
 المقدمة:

متلايمزة  (CRF- Chronic Renal Failure) العجزي الكلزوي المزيمن يعزد
حززززززدات الكلويززززززة تحصززززززل نتيجززززززة لمليززززززات كززززززدم متواليززززززة و يززززززر لكسززززززية للو 

 مز   القزدر  التركيييزة للكليزة ذلز  يزيدي الزا عقزدان  .وبالتالي عأن] [1)النفرون(
قزززد يزززتم تلزززعيد المزززري صزززدعة لزززن  ريزززق و  polyuria ] [2تكزززرار البزززول 

كززذا عضززلا  ،[4-3]أرتفززاس ضززل  الززدمأو عقززر الززدم عززي الدرار أو  وجززود البززروتين
ه الفحوصزات بلايمزا الزدم الا أن كزذ متابعة تراكيي الكرياتنين واليوريا عزي لن

لززذا عقززد أصززبي لتنييمززات الموجززود  عززي ] [4دقيقززة عززي أ لززح الحيززان لاتكززون
أدرار النسززان أكميززة كبيززر  عززي تلززعيد الكايززر مززن أمززراي الج ززاي البززولي 
وبززالاعد العجززي الكلززوي ،وتعززد الظززروا المرضززية الجززيء الم ززم والمسززيول 

 .] [5عي انييمات الدرارلن الارتفاس الحاصل عي نلا  ب
القنززززوات أو الكلززززا  القززززادم مززززن وكنالزززز  مصززززادر لززززد  لنييمززززات الدرار من ززززا

- [6التناسززززلي والمل ززززا  بالعلايززززا الظ اريززززة–الموجززززود  عززززي الج ززززاي البززززولي 
 .[7](الحياء المج ريةأو كريات الدم أومصل الدم أو ]5

نييمزززات المينزززو الزززا مجمولزززة أ AAPأنزززييم اللنزززين أمينزززو ببتايزززديي  ينتمزززي
ببتايزززديي التزززي تلزززز ر حزززامي أمينززززي منفزززرد مزززن الن ايززززة المينيزززة للسلسززززلة 

 لزززززززكزززززو الزززززذي يحم الول النزززززوس كزززززذا النزززززييميوجزززززد نولزززززان مزززززن و  الببتيديزززززة
-L لزززززه تعصزززززد تجزززززاه المزززززاد  الاسزززززا  و (EC 3.4.11.1) التصزززززنيا

Leucine amide  لزذا سززميLeucinamino peptidase(LAP)  أمززا،
الززذي يعمززل للززا اللنززين  Microsomal (EC 3.4.11.2) ززو ع الآعززر

لتلنزين كمزواد  β-Naphthylamideو Nitroanilide -4وكزذل  ملزتقات 
 .Alanine aminopeptidase(AAP) [8]أسا  له لذا سمي 

أنتلزززززارا  واسزززززعا  عزززززي أنسزززززجة  AAPأنزززززييم الالنزززززين أمينزززززو ببتيايزززززديي ينتلزززززر 
،الللزززاء المعززززا ي  10] [مصززززل الزززدمكزززذا عضزززلا لززززن وجزززوده عزززي  ،[9]الكليزززة

 [،الملززيمة والبروسززتات عززي النسززان]92[،الكبززد،البنكريا  [11]لتمعززاء الدقيقززة 
،ولايقتصر وجود الانييم للا ألضاء جسزم الانسزان بزل يوجزد عزي أنسزجة ]91

مال انسجة كلية الفأر ،القلر  العارجية لكليزة الارنزح  بعي الحيوانات أيضا  
،ال حال،الكليزززة،القلح ،البنكريا ،المعزززد ،المعاء الدقيقزززة  أنسزززجة الكبزززد. [14]

وتعززد الكليززة مززن أكاززر المصززادر العززروا والعنيير.والرئززة لكززل مززن المالززية ،
(مززر  أكاززر مزززن 95-91اللنيززة بززالانييم أذ يكززون نلززا ه عززي الكليززة بحززدود )

بقيزة اللضززاء العزر وب ززذا نسزت ي  القززول بزان الكليززة كزي المصززدر الززرئي  
 . [15]نييمللا

ميلرا  حياتيا لتحديد الذد الزذي يصزيح الكليزة،اذ يتحسز  كزذا  AAPويعد 
النزززييم للتليزززر المفزززاجص الزززذي يحصزززل لنزززد اللزززعد الزززذي تمزززت لزززه لمليزززة 
اللر  الكلزوي وكزو بزذل  يمكزن أن يع ينزا عكزر  لزن لزدم أسزتجابة اللزعد 

اء لمليزززة المززريي لللززر  الكلززوي وبزززذل  يعززد تحديززد نلززا ه م مزززا بعززد اجززر 
كزززذل  لززززه عائززززد  عاصزززة عززززي التعزززرا للززززا التسززززمم . [17-16]اللزززر  الكلززززوي 

 .18] [الكلوي من جراء تعا ي بعي العقاقير
 المواد وطرائق العمل :

 جمع العينات:
إذ المرضززززية للمصززززابين بززززالعجي الكلززززوي المززززيمن ،النمززززاذ  تززززم الحصززززول لل 

تتزززروا   أنازززا( 29( ذكزززرا  و)21( لينزززة مرضزززية أعزززذت مزززن )50) جمعزززت 
ين ( سززنه ،وتززم التلززعيد مززن قبززل ال بززاء العصززائي18-75) بززين ألمززاركم

عززي مستلززفا تكريززت التعليمززي .إذ جمزز  الدرار الم ززرو  مززن قبززل المززريي 
النززييم بعززد ععاليززة سززالة عززي قنينززة نظيفززة وجاعززة ،وتززم قيززا  24عززلال مززد  

 لر .أعذ العينة مبا
 عي الدرار:  AAPينو ببتايديي النييم اللنين أم ععالية قيا  -9

 Jung andلنززييم بززالدرار باللتمززاد للززا  ريقززة ععاليززة  تززم قيززا      

Scholz (1980) ] 91[ 
المتحززرر  بتززأاير  Nitroanilide-4إذ تعتمززد كززذه ال ريقززة للززا قيززا  كميززة 

 Alanine-4-nitroanilideالنزززززييم للزززززا المزززززاد  السزززززا  المسزززززتعملة

hydrochloride المنحنزززززيمززززز   للعينزززززة  بعزززززد مقارنزززززة المتصاصزززززية وذلززززز 
 .]Nitroanilide ]91-4 الماد  القياسي لتراكيي معتلفة من

من إدرار المرضزا المصزابين بزالعجي الكلزوي المزيمن  AAPعصل أنييم -2
: 

وذلز  للزري تعليصزه  لنف  ال ريقة ألزلاهمن الدرار  AAPتم عصل     
 : (6)ن علال أستعمال ع وتينوم ععاليتهمن الماب ات التي تحد من 

 : Gel- filtrationالترليي ال لامي  -أ 



-SephadexGالنززييم مززن الدرار بأسززتعمال لمززود ترلززيي كززلام تززم تنقيززة 

( أنابيززح مززن 6الززدار ، تززم جمزز  ) Trisمززل مززن محلززول 25))وبأضززاعة  50
 م. º(4(مل لكل جيء وبدرجة حرار  )5الجياء الناضحة وبحجم )

 : Dialysisلللائي الفصل ا -ح
الزدار  لفصزل  Tris تم أستعدام كي  الفصل الللائي الموضوس عزي محلزول

 وتنقية أنييم اللنين أمينو ببتايديي المفصول من لمود الترليي ال لامي .
مزززن إدرار المرضزززا المصزززابين  AAPعصزززل وتنقيزززة جيئيزززة لمتنزززاظرات  -1

 : ]91[بالعجي الكلوي الميمن 
-DEAE)الح الزراتن  زوماتو راعيزا التبزادل اليزوني السزلمزود كر  تم أسزتعدام

SephadexA-50) متنزززاظرات النزززييم المعزززيول مزززن كزززي   للزززري عصزززل
( مزززززل مزززززن محلزززززول 22الزززززديلي  بزززززالع و  السزززززابقة وتزززززم الفصزززززل بأسزززززتعمال )

Tris( مززل 2( أنبوبززة مززن الجززياء الناضززحة وبمعززدل )11الززدار  ، جمعززت )
الزززدار  الحزززاوي للزززا Trisتعمال محلزززول لكزززل جزززيء ليزززتم بعزززدكا الفصزززل بأسززز

 ( مول/لتر.0.1-0.4تراكيي متدرجة من كلوريد الصوديوم )
 AAP (II,I)أمينزو ببتايزديي الصزفات الحركيزة لمتنزاظرات اللنزيندراسة  -4
: 

( عززززززي الجززززززياء II,Iتمززززززت دراسززززززة الصززززززفات الحركيززززززة لمتنززززززاظرات النززززززييم )
 كما يلي: (1و2الفقرتين ) الناضحة التي تم عصل ا وتنقيت ا جيئيا  عي

 نايتروأنلايد(:-4-تأاير تركيي الماد  السا  )اللنين -أ 
نايتروأنلايززد( للززا -4-در  تززأاير التراكيززي المعتلفززة للمززاد  السززا  )اللنززين

بأسزتعمال تراكيززي معتلفزة مززن اللنززين  II,Iرلة التفالززل لمتنزاظرات النززييم زسز
(ملزززززززززززززززززي مزززززززززززززززززول  2.5,2.2,2,1.5,0.9,0.7,0.5,0.3)دنايتروأنلايززززززززززززززززز-4-

 . II,Iلحساح التركيي الامال لمتناظرات الانييم /لتر 
 (:Kmمنتن)-تعيين قيم اابت ميكالي  -ح

نايتروأنلايزد -4-( للماد  السزا  المسزتعملة )اللنزينKmلتعيين قيم الاابت )
( أسززتعملت ال ريقززة نفسزز ا المتبعززة عززي الفقززر  ألززلاه وتززم الحصززول للززا قززيم 

بيززر  التززي تززرب  بززين القززيم العكسززية -( بأسززتعمال  ريقززة لينززوعرKmالاابززت )
 .(v Vs.1/[S]/1)ا  ززززلكل من السرلة وتركيي الماد  الس

 تأاير ال  ال يدروجيني : - 
إذ تزززم  II,Iدر  تزززأاير ال  ال يزززدروجيني للزززا سزززرلة تفالزززل المتنزززاظرات 

 الزززززززززززدار Trisقزززززززززززيم معتلفزززززززززززة لزززززززززززت  ال يزززززززززززدروجيني لمحلزززززززززززول  أسزززززززززززتعمل
( 2بوجززززود محلززززول المززززاد  السززززا  بتركيززززي) (8.6,8.0,7.8,7.4,7.0,6.6)

حضزنت م ازم  º(37ملي مول/لتر وتم التفالل عي حمام مائي بدرجة حزرار  )
 النابيح لمد  للر دقائق .

 تأاير درجة الحرار : -ء
در  تزززأاير درجزززات الحزززرار  المعتلفزززة عزززي سزززرلة تفالزززل متنزززاظرات النزززييم 

إذ تززم إجززراء التفالززل عززي درجززات حراريززة معتلفززة  II,Iبتايززديي اللنززين أمينززو ب

(60,50,37,20,10,5) º  بوجززززززود محلززززززولم، Tris  الززززززدار  ذي ال
(ملزززي مززززول/لترمن محلزززول المززززاد  2( ،والتركيزززي الماززززل )7.8ال يزززدروجيني )

 نايتروانلايد(.-4-)اللنين السا 
لمتنززززاظرات  Vmaxتززززأاير درجززززة الحززززرار  عززززي قيمززززة السززززرلة القصززززود  -كززززز

 : AAP II,Iاللنين أمينو ببتايديي 
بأسزززززتعمال درجزززززات حراريزززززة  Vmaxدر  تزززززأاير درجزززززة الحزززززرار  عزززززي قيمزززززة 

(دقززائق 10م ،إذ حضززنت النابيززح لمززد  ) º (60,50,37,20,10,5)معتلفزة 
وأستعمال تراكيزي  (7.8الدار  ذي ال  ال ايدروجيني ) Trisمحلول  بوجود

ولحسززاح  ملززي مززول/لتر (2,0.9,0.5)نايتروأنلايززد -4-معتلفززة مززن اللنززين 
 تم اللتماد للا المعادلات ذات العلاقة. Vmax قيمة

 النتائج والمناقشة:
-4-) اللنزينالمزاد  الاسزا  تزأاير تركيزي الحالية لقد أوضحت نتائ  الدراسة

مزز  أرتفززاس تركيززي  II,Iعي سززرلة التفالززل النييمززي للمتنززاظرين نايتروأنلايززد(
ملززززي 2حتززززا يصززززل الززززا السززززرلة القصززززود لنززززد التركيززززي )  السززززا  المززززاد

 ، ومن ام تبزدأ سزرلة التفالزل بالنعفزاي لنزد التراكيزي العاليزة مزنمول/لتر(
نتيجززززززززة لحززززززززدوث التابززززززززي  كمززززززززا موضززززززززي عززززززززي اللززززززززكل المززززززززاد  السززززززززا  

 .(8(و)5و)(3(و)1)
ا التزي تزم حسزاب  Kmمنزتن -وتلير نتائ  الدراسة الا أن قيم اابت ميكالي 

 الصزحاء قزد بللزت عي ادرار Iبزير  للمتناظر-معادلة لزينوعر للاباللتماد 
(10x10

( أمزززا عزززي ادرار المرضززززا 2مزززول/لتر( كمزززا موضزززي عزززي اللزززكل)3-
25x10المصزززززابين بزززززالعجي الكلزززززوي المزززززيمن عقزززززد بللزززززت )

كمزززززا مول/لتر( 3-
 (.4موضي عي اللكل )

20x10عقززززززد بللززززززت ) IIللمتنززززززاظر kmامززززززا قززززززيم الززززززز
عي ادرار لتر(مززززززول/ 3-

(، أمزززا عززي ادرار المرضزززا المصزززابين 6الصززحاء كمزززا موضززي عزززي اللززكل )
 IIللمتنزززززززاظر kmأن قيمزززززززة الاابزززززززت بزززززززالعجي الكلزززززززوي المزززززززيمن عقزززززززد وجزززززززد 

5x10بللت)
 (.8مول/لتر(وكما موضي عي اللكل ) 3-

 AAPلمتنزاظرات  kmعزرق واضزي بزين قزيم  وجزودالزا (1يلير الجدول رقزم)
مرضززا المصززابين بززالعجي الكلززوي الميمن،عقززد لززوحظ عززي ادرار الاصززحاء وال

عزززززي إدرار الصزززززحاء أقزززززل مزززززن قيمتزززززه عزززززي إدرار  Iللمتنزززززاظر kmأن قيمزززززة 
 وكززذا يززدل للززا أن الفززة متنززاظرالمرضززا المصززابين بززالعجي الكلززوي المززيمن 

عزززي  مززن الفتززه أللززاأمينزززو ببتايززديي(  عززي ادرار الصززحاء لززز)اللنين Iالنززييم
 km،عيمزززا نجزززد أن قيمززززة ابين بزززالعجي الكلززززوي الميمنادرار المرضزززا المصززز

من قيمته عي ادرار المرضا ول ذا عزأن  عي ادرار الصحاءأكبر IIللمتناظر 
عزززززي ادرار المرضزززززا المصزززززابين بزززززالعجي الكلزززززوي المزززززيمن IIالفزززززة المتنزززززاظر 

.وكززذا يعززود  مززن الفتززه عززي ادرار الصززحاء  أللززالززز)اللنين أمينززو ببتايززديي( 
 .]21[راكي الرتبا  عي الحالة المرضيةالا العتلاا عي التركيح البنائي وم
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 نايتروأنلايد(-4-(:العلاقة بين تراكيز مختلفة من المادة الأساس )الألنين 1شكل رقم )
 المنقى من ادرار الأصحاء. Iملي مول/لتر وسرعة تفاعل المتناظر 
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 المنقى من ادرار الأصحاءIمنتن للمتناظر-بيرك لحساب ثابت ميكاليس-(: رسم لينوفر2شكل رقم)
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 نايتروأنلايد(-4-(:العــلاقة بين تراكيز مختلفة من المــادة الأساس)الألنين 3شكل رقم )
 المنقى من ادرار المرضى المصابين بالعجز الكلوي المزمن. Iالمتناظرملي مول/لتر وسرعة تفاعل 
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 المنقى من ادرارIمنتن للمتناظر-بيرك لحساب ثابت ميكاليس-(: رسم لينوفر4شكل رقم)
 المرضى المصابين بالعجز الكلوي المزمن.
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 المنقى من ادرار الأصحاء. IIنايتروأنلايد( ملي مول/لتر وسرعة تفاعل المتناظر-4-لاقة بين تراكيز مختلفة من )الألنين (:الع5شكل رقم )
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 المنقى من ادرار الأصحاء.IIمنتن للمتناظر-بيرك لحساب ثابت ميكاليس-(: رسم لينوفر6شكل رقم)
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المنقى من ادرار المرضى  IIنايتروأنلايد( ملي مول/لتر وسرعة تفاعل المتناظر-4-(:العلاقة بين تراكيز مختلفة من )الألنين 7شكل رقم)
 المصابين بالعجز الكلوي المزمن.
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 ى من ادرارالمنقIIمنتن للمتناظر-بيرك لحساب ثابت ميكاليس-(: رسم لينوفر8شكل رقم)

 المرضى المصابين بالعجز الكلوي المزمن.
 

المنقاة جزئيا من ادرار الأصحاء والمرضى المصابين بالعجز  AAP II,I( لمتناظرات kmمنتن )-(: يوضح قيم ثابت ميكاليس1جدول رقم)
 بيرك.-الكلوي المزمن بالأعتماد على معادلة لينوفر

 

Km(mole/liter) Substrate Enzyme 

1/v Vs.  1/[s] 

C.R.F Normal    
25x10

-3
 10x10

-3 
Alanine-4-nitroanilide Isoenzyme I 

5x10
-3 

20x10
-3 

Alanine-4-nitroanilide Isoenzyme II 

 



أوضزززحت نتزززائ  الدراسزززة حززززدوث ارتفزززاس عزززي سزززرلة تفالزززل متنززززاظرات كمزززا 
AAP II,I   فالزل الزا أن يصزل الزا سزرلة الت دروجينيال يم  أرتفاس ال

وكززززذا يت ززززابق مزززز  II,I( للمتنززززاظر 7.8)ال يززززدروجيني  القصززززود لنززززد ال 
اذ وجزززد ان الانزززييم المنقزززا مزززن ادرار الانسزززان يعمزززل عزززي ا  دراسزززات سزززابقة

عززي حززين أن الا  ال يززدروجيني الاماززل لززه ( 7.1-8.4كيززدروجيني يتززروا  )
بعزززززززدكا تزززززززنعفي سزززززززرلة التفالزززززززل مززززززز  أرتفزززززززاس ال   (8.7يكزززززززون لنزززززززد)

 (.10(و)9ضي عي اللكل )وكمامو  ]91 [وجينيال يدر 
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 المنقى من أدرار المرضى المصابين بالعجز الكلوي المزمن. I(:تأثير الأس الهيدروجيني على سرعة تفاعل المتناظر 9شكل رقم)
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 المنقى من أدرار المرضى المصابين بالعجز الكلوي المزمن. IIة تفاعل المتناظر (:تأثير الأس الهيدروجيني على سرع10شكل رقم)

 

كذل  أظ رت نتائ  الدراسة تأاير درجة الحرار  عي سرلة تفالل   
وكما  Vmaxوعي السرلة القصود  II,Iببتيدييمتناظرات اللنين أمينو 

درجات أذ ترتف  سرلة التفالل بأرتفاس   (12(و)11) موضي عي اللكلين

الحرار  الا حد الوصول الا سرلة التفاللات القصود لند الدرجة الحرارية 
(37)º.م ومن ام تبدأ سرلة التفالل بالنعفاي 
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 .I(:تأثير درجات الحرارة على سرعة تفاعل المتناظر 11شكل رقم)
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 . IIرجات الحرارة على سرعة تفاعل المتناظر (:تأثير د12شكل رقم)

 
( عيوضززززي العلاقززززة بززززين لو ززززاريتم السززززرلة القصززززود 13أمززززا اللززززكل رقززززم )  

Vmax  للمتنزززاظرينII,I  درجزززة الحزززرار  الم لقزززة التزززي تع زززي  مقلزززوحضزززد
 :]29[تيةع ا  مستقيما  والتي تتب  معادلة أرينو  الآ

ln k= -Ea/RT+ constant 
 
يعضززعان لمعادلززة أرينززو   II,Iنتززائ  بززأن كززلا المتنززاظرين وقززد أظ ززرت ال  

وذلز  مزن  Eaم . كمزاتم حسزاح ال اقزة المنلز ة للتفالزل º(37حتا درجة )
T*10/1ضزززد  Vmaxميزززل العززز  البيزززاني للو زززاريتم 

والمتمازززل بالمعادلزززة  3-
 الآتية:

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

 Ea/2.3R-لذا عأن ميل الع  البياني = 

للمتناظرين  Q10وقيم  Ea( قيم ال اقة المنل ة 2دول رقم)ويوضي الج
II,I  وتم تعيينQ10 :من علال المعادلة الآتية 

Ea= 2.3 RT2*T1 log Q10/10 

 حيث أن:
 Ea اقة التنلي :

 Q10معامل درجة الحرار :
 R(:9.178الاابت العام لللايات)

 Tدرجة الحرار  الم لقة:
 

ت ززابق الحقيقززة القائلززة بززأن قززيم Q10 ومززن ملاحظززة الجززدول نجززد أن قيمززة
(أي تقزززز  1-2للتفززززاللات النييميززززة تقزززز  بززززين ) Q10معامززززل درجززززة الحززززرار  

 . ]22[ضمن مدد التفاللات النييمية
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 .II,Iزيم متناظري الأنلقة على لوغاريتم السرعة القصوى لدرجة الحرارة المط مقلوب(:رسم أرينوس لتأثير 13شكل رقم)
 

 . AAP II,I أنزيم ( لمتناظراتQ10( و)Ea( :يوضح قيم )2جدول رقم)
 

Q10 Ea(cal) 
 (سعره) التنشيط طاقة

Enzyme 

1.0 13923 Iso.I 

1.1 4212 Iso.II 
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Abstract: 
In this research,The kinetic study of two isoenzymes of alanine aminopeptidase,which purified from the urine of 

chronic renal failure  patients was studied.Both isoenzymes were obeyed  Michaelis-Mentons equation.The optimum  

concentration of their substrate ( alanine-4- nitroanilide) was (2x10
-3

) mole/liter. their Km values were determined. 

Both isoenzymesI,II have shown an optimum pH at 7.8.The two isoenzymes obeyed Arrhenius equation up to 37º C and 

their  Ea and Q10 constant were determined,after measuring the activity of AAP of urine of chronic renal failure 

patients.The two isoenzymes I and II of (AAP) were  separated and purified  in preveaus study from urine of patients of 

chronic renal failure. 
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