
أ



ب

چكيده
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.تشخيص برخي از بيماريها به خصوص بيماري كبدي نمايد

ك دارو با اثرات تسكيني قوي است كـه بـر روي دريافـت كننـده هـاي گابـا، سـروتونين        يترامادول 

در بزرگسالان ترامادول براي تسكين دردهاي شـديد بـه   . وآدرنالين سيستم عصبي مركزي موثر است

.كار مي رود و امروزه به طور گسترده استفاده مي شود

.ن فسفاتاز بررسي گرديديدر اين تحقيق براي اولين بار تاثير داروي ترامادول بر روي آنزيم آلكال
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مقدمه
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مقدمه

هر واكنشي كه . كنندها، پروتئينهاي اختصاصي هستند كه واكنشهاي بيولوژيك را كاتاليز ميآنزيم

ي سلول زيرا بيشتر واكنشها در شرايط فيزيك. افتد به عمل يك آنزيم نياز دارددر يك سلول اتفاق مي

)pHيك كاتاليست، سرعت يك واكنش شيميايي را افزايش مي. دهندرخ نمي) ، دما و محيط يوني

نه تنها : هاي با كفايتي هستندها كاتاليستآنزيم. تواند يك تركيب آلي يا غيرآلي باشددهد و مي

ي مشابه دهند، بلكه همچنين در حضور ساختارهاسرعت تبديل سوبسترا به محصول را افزايش مي

شش گروه . كنند تا يك محصول منحصر به فرد را توليد كننديك ساختار اختصاصي را شناسايي مي

.كندها وجود دارند كه هر گروه يك واكنش شيميايي متفاوت را كاتاليز مياصلي آنزيم

(energy of activation)يك آنزيم سرعت تشكيل محصول را با كم كردن انرژي فعالسازي 

وقتي كه آنزيم . انرژي فعالسازي با بزرگي سد تبديل سوبسترا به محصول ارتباط دارد. دهدميافزايش

كند شود و سوبسترا را در يك حالتي پايدار ميدهد، انرژي فعالسازي انجام ميبا سوبسترا واكنش مي

(transition state)) انتقال(به اين حالت، حالت گذار كهدهدكه اجازه تشكيل محصول را مي

هرچه حالت گذار پايدارتر باشد، انرژي كمتري براي تبدل سوبسترا به محصول مصرف . شودگفته مي

ل يهرچه حالت گذار پايدارتر باشد، انرژي كمتري براي تبد. شود و واكنش سريعتر خواهد بودمي

اروها حالت گذار در طراحي د.شود و واكنش سريعتر خواهد بودسوبسترا به محصول مصرف مي

]274-340:رضا, دكتر محمدي [.مفيد است

علاوه بر . كنندهايي كه واكنش انتقال گروه يا واكنشهاي ديگر را كاتاليز ميبسياري از آنزيم

سوبستراي خود به مولكول آلي ديگر يا يون فلزي ديگر موسوم به كوآنزيم يا كوفاكتور نياز دارند و 
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در . ها فقط بستگي به ساختمان پروتئيني آنها داردعضي از آنزيمفعاليت ب. شوندبدون آن غيرفعال مي

صورتي كه بعضي ديگر براي فعال شدن به يك يا چند تركيب غيرپروتئيني كه كوفاكتور ناميده مي

.شوند احتياج دارند

كنند كه اي ميتيك يك آنزيم را بسيار بيشتر از محدودهيهاي كاتالها، مجموعه تواناييكوآنزيم

هايي كه كوآنزيم. باشدآمينه تشكيل دهنده كل آنزيم ميهايمربوط به گروههاي عملكردي اسيدفاًصر

كنند، غالباً از طريق پيوند كووالانسي يا نيروهاي غيركووالانسي ارتباط محكمي با آنزيم برقرار مي

.در نظر گرفتتوان به عنوان سوبستراي دومها را ميكوآنزيم. شوندگروه پروستتيك ناميده مي

گياهان و انسانها وجود ،هايي هستند كه به مقدار زياد در باكتريها هاي فسفاتاز متالو آنزيمآنزيم

.كننددارند و استرهاي فسفريك اسيد را هيدروليز مي

فسفاتازي كه در اين مورد بررسي شده است آلكالين فسفاتاز ي فسفاتازها بزرگ است و آنزيمخانواده

ارتوفسفريك مونو استرفسفوهيدرولاز، (آلكالين فسفاتاز . وهي از فسفومونواسترازها استاست كه گر

EC3.1.3.1 ( ي بتاگالاكتوزيداز كاربرد داردبيوشيميايي همراه با واسطه- ژنتيكيآزمايشات در .

(Hessle, L.,etal ( 2002))

: گيردعدد ايزوآنزيم دارد كه در سه گروه جاي مي8اين آنزيم 

ايوآنزيم رودهايز-١

ايزوآنزيم موجوددر جفت-٢
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) Rigan(ايزوآنزيم كبدي، ريوي، استخواني، طحالي و ايزو آنزيم غيرطبيعي يا ايزوآنزيم ريگان-٣

تواند حاكي از سرطان شود و بعد از تولد افزايش آن در سرم ميكه در زمان جنيني توليد مي

.باشد

منگنز  و نياز دارد و برخي يونهاي ديگر از جمله يوناين آنزيم به يون منيزيم به عنوان فعال كننده

بيشتر از Bو ABآلكالين فسفاتاز در افراد داراي گروه خوني . كننديون كبالت نيز آنزيم را فعال مي

مي باشد كه به دليل مقدار متفاوت در Oو Bگروه خوني يميزان آلكالين فسفاتاز در افراد دارا

(Van Hoof,Vo.,et al(1992)).ايزوآنزيم روده اي است

تركيبات . تكامل خصوصيات ثابت كينيتكي اين آنزيم مشكلات خاص تكنيكي خود را دارد

:مورد استفاده در فرايند ثابت سينتيكي عبارتند از

(a)هاي فسفات مورد استفاده مقداري بافر به خصوص بافر تريس كه به عنوان پذيرنده

.گيردقرار مي

(b)تحت شرايط انكوبه شدن با بافرهاي خاص داراي فعاليت مي باشدآنزيم ،.

قدرت اتصال يونهاي منزيم به آلكالين . فعاليت آنزيمي حساس به قدرت يوني بالايي است

.فسفاتاز كمتر از يونهاي روي است

به خصوص وقتي كه غلظت بزرگي از سوبسترا به ,ثابت ميكائيليس اغلب خيلي پايين است

(Rosalkins,B.,etal (1984)).گيردمت مناسبي مورد استفاده قرار ميعنوان قس



5

:روشهاي اندازه گيري

گيري آن روشهاي باشد، براي اندازهچون اين آنزيم داراي سوبستراي نسبتاً اختصاصي نمي

اختلاف عمده بين اين روشها در غلظت ، نوع سوبسترا و تامپون مي . مختلفي ابداع شده است

به عنوان سوبسترا استفاده مي (PNPP)ر اكثريت اين روشها از پارانيتروفنيل فسفات د.باشد

.شود

P-Nitro Phenyl Phosphate + H2O→ Phosphate + Nitro Phenol

كند و كاتاليز ميp-لين فسفاتاز هيدروليز گروه فسفات را به منظور توليد نيتروفنلآلكا

نانومتر كه طول موج 410-400عملكرد محصولات به طور اسپكتروسكوپي در طول موج 

(Levinthal, C.,et al (1965)). . شوداست، بازبيني ميp–براي نيتروفنل (λmax)ماكزيمم 

*آلكالين فسفاتازعملكرد آنزيم :شكل*
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:افزايش فعاليت آلكالين فسفاتاز

استخواني در كودكان تا سه برابر نرمال افزايش دارد كه علت آن فعاليت شديد ايزوآنزيم

. استئوبلاستهاي استخواني است

از جمله تكنيكهايي كه . كنندآلكالين فسفاتاز ترشح مي،اين سلولها در بافت استخواني 

دهند، الكتروفورز و كروماتوگرافي ن فسفاتاز اضافي را در استخوان نشان ميفعاليت آلكالي

HPLCيابد بنابراين جهت انجام اي در بافت استخواني افزايش ميرودهايزوآنزيم.مي باشد

(Wilson, I.B., Dayan, J,. (1965)).آزمايش آلكالين فسفاتاز فرد بايد ناشتا باشد

ي دوم و سوم تا دو برابر نرمال افزايش ميامله، در سه ماههايزو آنزيم جفتي در زنان ح

انسداد مجاري صفراوي، يرقانهاي انسدادي، كيست و ،   (cholestasis)در كلستاز . يابد

در تمام موارد فوق به علت . يابدي كبدي فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز افزايش ميآبسه

دترجنت روي غشاي سلولهاي كبدي اثر گذاشته انسداد مجاري صفراوي، صفرا همانند يك 

در حالي كه در ضايعات خود سلولهاي كبدي . گرددو موجب آزاد شدن آلكالين فسفاتاز مي

.يابدافزايش دارند، آلكالن فسفاتاز افزايش نميSGPTو SGOTكه 

(Mayne,PD.,et al(1986))

:كاهش فعاليت آلكالين فسفاتاز

درهيپوفسفاتازي كه يك ناهنجاري ارثي متابوليسم استخوان ميفعاليت آلكالين فسفاتاز

تزريق . افتدكاهش فعاليت آلكالين فسفاتاز با كمبود روي نيز اتفاق مي. يابدباشد، كاهش مي
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اين . شوندريوي نيز اغلب موجب كاهش ميزان آلكالين فسفاتاز مي-خون و احياي قلبي

.باشدوري توسط سيترات مياثر به واسطه شلاته كردن كاتيونهاي ضر

(Kozlenkov,A.,et al (2002))
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:فصل دوم

مهاركننده ها
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هااي بر مهار كنندهمقدمه-1- 2

هاي آنزيمي عوامل مولكولي هستند كه با كاتاليز تداخل نموده و واكنشهاي آنزيمي را مهار كننده

عوامل فارماكولوژيك شناخته شده ميها از جمله مهمترين مهاركننده. سازندآهسته و متوقف مي

. باشند

ها ي اولين مرحله سنتز پروستاگلاندين، آنزيم كنترل كننده)استيل ساليسيلات(براي مثال آسپيرين 

هاي ي مهار كنندهمطالعه. نمايد كه در بسياري از فرايندها از جمله ايجاد درد، مؤثر هستندرا مهار مي

هاي آنزيمي فراهم نموده و به تعيين بعضي را در مورد مكانيسمآنزيمي همچنين اطلاعات مهمي 

ها، شامل قابل برگشت و غيرقابل دوكلاس بزرگ مهار كننده. مسيرهاي متابوليكي كمك نموده است

.تواند رقابتي، نارقابتي و غيررقابتي باشدهاي قابل برگشت ميمهار كننده. باشدبرگشت مي

(Competitive inhibition)ي رقابتي مهار كننده-2- 2

نمايد بدين صورت كه با ي رقابتي، با سوبسترا براي جايگاه فعال آنزيم رقابت ميمهار كننده

.اشغال جايگاه فعال آنزيم توسط مهار كننده، از اتصال سوبسترا به آنزيم ممانعت به عمل خواهد آمد

)2-1(

EI
K

I

PEESSE

ib

+
+→→←+

هاي رقابتي تركيباتي هستند كه مشابه سوبسترا بوده و با آنزيم تركيب ندهدر اغلب موارد، مهار كن

حتي تركيبات زودگذر . گرددبنمايند، ولي اين اتصال منتهي به كاتاليز نميEIشده تا ايجاد كمپلكس 

ي مولكولي با در نظر گرفتن هندسه. هاي رقابتي، اثرات منفي بر روي كارايي آنزيم دارندمهار كننده
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رسيم كه كدام قسمتهاي طبيعي به آنزيم اتصال هايي كه مشابه سوبسترا هستند به نتايجي ميار كنندهمه

سرعت واكنش آنزيمي در Viسرعت واكنش آنزيمي در غياب مهار كننده و Voچنانچه . يابندمي

حضور مهار كننده باشد، فعاليت نسبي به صورت

)2-2(
o

1

V
V

=α

:و يا

)2-3(100
V
V

2

1 ×=α

به صورت iشود به علاوه كسر مهار شده يا بيان مي
o

1

V
V11i −=α−=شود و درجه تعريف مي

i%100)1(مهار كنندگي برحسب درصد به صورت  α−گرددتعريف مي.

)2-4(
]EI[
]I][E[K =+ 

مهار كننده رقابتي، براي جايگاه فعال آنزيم با . ي رقابتيمدل مهار كننده-1-2شكل 

.كندسوبسترا رقابت مي
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:شودمنتن بدين شكل تبديل مي- ي رقابتي، معادله ميكائيليسدر حضور يك مهار كننده

)2-5(
]S[)

Ki
]Z[1(K

]S[V
V
1

m

max

o ++
=

:برك براي مهار كننده رقابتي-و معادله لينويور

)2-6(
maxmax

m

o V
1

]S[
1)

Ki
]I[1(

V
K

V
1

++=

:و درجه مهار كنندگي براي مهار رقابتي

)2-7(
]S[)

Ki
]Z[1(K

]S[K

m

m

++

+
=α

:و

)2-8(
]I[)

K
]S[1(Ki

]I[1i

m

++
=α−=

.دهدرا براي سوبسترا افزايش ميKm (K'm)مقدار ظاهري ،مهار كننده رقابتي 

)2-9()
Ki
]Z[1(K'K mm +=

:ها برابر است باxتقاطع نمودار با محور در مورد مهار رقابتي ساده، نقطه 

)2-10(
)

Ki
]Z[1(K

1X
m +

=

هاي هاي رقابتي آنزيمبسياري از داروهاي مورد استفاده در طب باليني، به صورت مهار كننده

.كنندمهمي در سلولهاي ميكروبي و جانوري عمل مي


