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 الممخص

اذ  G100الادينوسين دي امينيزمن الرؤويسات الاولية بتقنية الترشيح الهلامي وباستخدام السفادكس  لأنزيمتم تنقية جزئية 

نانومول/ دقيقة / ممغرام بروتين ووجد ان الوزن  920( بفعالية نوعية 51بمغ عدد مرات التنقية لهذا الانزيم تقريبا )

( 7.2الفعالية الانزيمية هو) لإظهاردالتون. وتبين ان الاس الهيدروجيني الامثل  44000مساوية تقريبا ل  للأنزيمالجزيئي 

مميمولر للادينوسين. كما اظهرت النتائج ان  0.028بقيمة  Kmمئوية وله ثابت ميكيمس منتن  37عند درجة الحرارة 

% 82والكوردسبين بنسبة تثبيط  الفورمايسـين آبرسيدين و لانزيم الادينوسين دي امينيز حساسية عالية لمتثبيط بالتيو 

 % عمى التوالي.  78% و86و

 تنقية، الادينوسين دي امينيز، الرؤويسات الاولية، المشوكة الحبيبية.الكممات الدالة : 
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ABSTRACT 

Adenosine deaminase has been partially purified from protoscoleces of   E. granulosus by gel 

filtration chromatography using Sephadex G100. The molecular weight of the enzyme 

determined by gel filtration was about 44000 dalton with specific activity about 920 nmole / 

min / mg protein and with purification fold of about 51. The optimum pH was found to be 7.2 

at 37 
o 

C with Km value of 0.028mM for adenosine. The results indicate that adenosine 

deaminase was extremely sensitive to inhibition by tubercidin, formycin A and cordycepin with 

inhibitory percentage of 82%, 86% and 78%, respectively. 

Keywords: Purification, adenosine deaminase, Protoscoleces, Echinococcus.  

  Introduction) ) المقدمة. 1

 من الانزيمات التي تشارك في عممية تقويض البيورينات بمسار الانقاذ  في الخلايا الحية  دينوسين دي امينيزالايعد انزيم      

. اثبتت الدراسات التي اجريت (1الشكل )اذ يحفز ازالة مجموعة الامين من الادينوسين وتكوين الاينوسين كما موضح في [1]

ينوسين دي امينيز في التطور الطبيعي لمجياز المناعي اذ في مختمف انسجة المبائن عمى الدور الحاسم الذي يمعبو انزيم الاد

مناعيا لتقدير المناعة الخموية في الامراض التي تتصف بتوالد وتنشيط الخلايا  اح مؤشر و تبين ان مستويات فعاليتو تعكس بوض
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وظير بانو يختمف عن الانزيم  ]7،6[والديدان الطفيمية  ]4،5[كما تم دراسة ىذا الانزيم في الاوالي الطفيمية ]. 2،3 [الممفاوية

المماثل لو في المبائن اذ انو اكثر حساسية لمتثبيط بواسطة متناظرات الادينوسين ولذا من المحتمل ان يكون ىدفا لممعالجة 

ف . نظرا لعدم وجود معمومات تفصيمية حول انزيم الادينوسين دي امينيز في المشوكة الحبيبية، فقد استيد]8،9[الكيمياوية 

مسار الايضي الذي يسمكو الادينوسين في ىذه الالبحث الحالي عمى تنقية ىذا الانزيم ودراسة خواصو من اجل التعرف عمى 

 الديدان.

 

 .[9]الادينوسين دي امينيز بالأنزيمالتفاعل المحفز  :(1شكل )

 Materials and Methods))المواد وطرائق العمل . 2

 Protoscolecesعزل الرؤويسات الاولية 

تم الحصول عمييا من مجزرة  .رية من اكباد ورئات اغنام مخمجة بصورة طبيعية ذاستخدمت في الدراسة الحالية اكياس ع     

باستخدام قطعة مبممة بالكحول الاثيمي بتركيز  عقم السطح الخارجي لمكبد والرئة المخمجةو   .ينياطباء بيطر  وبإشرافكركوك 

مميمتر في دورق 10سعة  بلاستيكية معقمة   % ( ثم سحب سائل الكيس الحاوي عمى الروؤيسات الاولية باستعمال محاقن70)

لروؤيسات مميمتر ثم فتح الكيس باستعمال المقص والممقط وقشط الطبقة المولدة الحاوية عمى عدد اكبر من ا 250معقم سعة    

 35و M199غرام من  pH1.052(   7.2ذات الاس الييدروجني M199 الاولية وقطعت الى قطع صغيرة وغسمت بالوسط 

في مصفاة معقمة  تسمح بمرور الروؤيسات الاولية وبعد ذلك تم  )مميمتر من الماء المقطر 100في  NaHCO3ممغرام من 

H2O 

+ NH3 

Adenosine 

deaminase 
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 M199مرات بالوسط  ثلاثةلمدة عشرة دقائق وغسمت  g 3000 الاولية بجياز الطرد المركزي عند سرعة ترسيب الروؤيسات

 ].10 [وفي كل مرة يتم ازالة الراشح ويبقى الراسب الحاوي عمى الروؤيسات الاولية

 تحضير مستخمص الأنزيم

 pHمميمولر وبأس ىيدروجيني ) 50)بتركيز )   (Tris-HCl) –الرؤيسات الاولية فـي المحمـــــول المنظم التـرس عمقت      

مئوية ومن ثم حطمت الخلايا بطريقة التجميد  4عند درجة حرارة Homogenizerسحقت بواسطة خلاط كيربائي ( و 7.2

لمدة عشرة دقائق والتذويب  Liquid Nitrogenالى النتروجين السائل  بتعريضيا Freezing and thawing والتذويب 

thawing إلى كتمة  مئوية لمدة عشر دقائق . كررت ىذه العممية ثلاث مرات لتحويل مستخمص الخلايا  37درجة حرارة  عند

عــن الراشــح  Pellet، بعد ذلك تم اخذ المستخمص الخام وفصل الراسب  Crude homogenateمتجانسة )مستخمص خام( 

Supernatant  بجياز الطرد المركزي المبرد الفوقيUltracentrifuge بسرعةg 18000   لمدة نصف ساعة وبدرجة حرارة

المستخمص الخام والراشح  ثم حفظ  درجة مئوية. وتمت إذابة الراسب في حجم من المحمول أعلاه مساوٍ إلى حجم الراشح (4)

 في التجارب اللاحقة. للأنزيماتمصدرا  ( مئوية واعتبر(20-والراسب بدرجة 

 Adenosine deaminase الادينوسين دي امينيزانزيم الكشف عن فعالية  

مع بعض التحويرات لمكشف عن أنزيم   Hassan and Coombs[11]لقــد اتبـعت الطريقـة الموصــى بيــا مــن قبـل      

 (37)مميمتر في حمام مائي بدرجة حرارة  (1)وبحجم  Assay Mixtureالادينوسين دي امينيز،حيث  تم حضن وسط التفاعل 

. يعتمد ىذا القياس ( دقيقة  وقد بدأ التفاعل الأنزيمي بمجرد إضافة الأنزيم )المستخمص الخام أو الراشح(30( درجة مئوية لمدة

نوسين كمادة نانوميتر نتيجة تحول الادي 270( دقائق عند الطول الموجي 10في الامتصاصية كل دقيقة ولمدة )عمى النقصان 

 -مميمترمؤلف من :1 حيث كان مزيج التفاعل بحجم نيائي  Inosine اساس  الى الاينوسين

 pH  7.2بأس ىيدروجيني  Tris – HCl مميمولر محمول منظم ترس  50  -1

 مميمولر ادينوسين  2- 1 

 كمية محددة من مستخمص الانزيم -3 
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المـادة الناتجــة مـن تحـويــل عــدد معـموم مـن  بأنيا عدد نانومولات Enzyme activityوتم التعبير عن فعالية الأنزيم      

 نانـومـولات المــادة الأســاس / وحــدة الزمــن )دقـيقة(/ ممغـــم بروتيــن. 

 الادينوسين دي امينيز في الرؤويسات الاولية لأنزيمالتنقية الجزئية 

الاولية لممشوكة الحبيبية باتباع الطريقة الموصى بيا من  تم تنقية انزيم الادينوسين دي امينيز في مستخمص الرؤويسات     

 -مايمي :والتي تضمت  Singh and Sharma [2]قبل

 التجزئة بكبريتات الامونيوم -1

 يكروماتوغرافيا الترشيح اليلام -2

 التجزئة بكبريتات الامونيوم

 NH4)2بطيئة من كبريتات الامونيوم  بإضافاتوخضع الى الترسيب التجزيئي  SN) )Supernatantلقد اخذ الراشح      

SO4 درجة تشبع ثم فصل الراسب المتكون بجياز الطرد المركزي بسرعة70( الصمبة مع التحريك الى نسبة %g  20000 

 مئوية. 4( دقيقة وبدرجة 15لمدة)

 G 100الترشيح الهلامي لمسيفادكس 

( 2( مميمتر من مستخمص انزيم الادينوسين دي امينيز ثم حقن ب )5( سنتميتر ب )1.5×50تم حقن عمود الفصل )     

مميمتر / دقيقة لكل جزء في  1مميمتر ايضا من المحمول المنظم ترس لغرض الغسل . وتم جمع المحمول المنظم النازل بمعدل 

وتم تقدير حجم محمول الروغان وذلك بمتابعة المحتوى البروتيني لكل جزء بقياس شدة  Fractions collectorجامع الاجزاء 

نانوميتر باستخدام مطياف الاشعة فوق البنفسجية والمرئية . وتم الاستدلال عمى القمة  280الامتصاصية عند الطول الموجي 

بالمقارنة مع الاوزان  للأنزيمتو وتم تقدير الوزن الجزيئي البروتينية التي تحوي انزيم الادينوسين دي امينيز من خلال قياس فعالي

 الجزيئية المعمومة لممركبات القياسية .
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 الادينوسين دي امينيز لأنزيمتعيين الوزن الجزيئي 

بالترشيح  الادينوسين دي امينيز لأنزيملتعيين الوزن الجزيئي ] Andrew  ] 12تمّ اتباع الطريقة الموصى بيا من قبل      

وباستخدام البروتينات القياسية ذات الاوزان الجزيئية المعمومة حيث استخدم سايتوكروم  G100اليلامي عمى عمود السيفادكس 

C (12400  وكايموتربسينوجين )دالتون Chymotrypsinogen (20800والبومين البيضدالتون ) Ovalbumin   اميميز   

( ممغم لكل 2دالتون ( كل عمى حدة بمقدار ) 480000دالتون ( واليوريز) 68000لبقري )( والبومين المصل ادالتون 69000)

مميمتر لكل جزء  1لمحاول المنظم ترس حيث جمعت الاجزاء بحجم امنيا والتي جرى حقنيا عمى عمود الفصل وتم الروغان ب

تم تقدير وقد .Elution volume (Ve)حجوميم الروغانية  لإيجادنانوميتر  280شدة الامتصاصية لكل جزء عند  توقيس

 .] Lowery et al13[تركيز البروتين خلال مراحل استخلاص الانزيم حسب الطريقة المتبعة من قبل

 Results & Discussion:  النتائج والمناقشة. 3

مستخمص الخام والراسب والراشح والتي تم تحضيرىا كما في المواد التم مبدئيا قياس نشاط انزيم الادينوسين دي امينيز في      

الجزء الذائب من  % في الجزء الراشح وىو100الانزيمية تقع وبنسبة وطرائق العمل حيث اظيرت النتائج ان الفعالية 

الية النوعية لأي انزيم في التجارب اللاحقة. والجدير بالملاحظة ان الفع للأنزيمالسايتوبلازم وبذلك اعتبر الراشح كمصدر 

لايمكن الاعتماد عمييا الا في الظروف المثالية، لذ فمن الضروري تنقية الانزيم بغية ايجاد قيم حقيقية تعبر عن نشاط الانزيم 

تعد عممية تنقية انزيم الادينوسين دي امينيز من اىم الصعوبات التي واجيت ومازالت تواجو كل الميتمين  وخواصيا النوعية.

يعد انجازا قيما، وذلك لان البروتين الخاص بيذا الانزيم يوجد في  ةيسر تراستو بشكمو النقي، وان تنقية ىذا الانزيم وبأية تقنية مبد

يزيد الوضع تعقيدا ىو ان فعالية ىذا الانزيم  الاخرى، وما بالأنزيماتالخلايا الحية بتراكيز واطئة مقارنة مع البروتينات الخاصة 

غير ثابتة حيث يمكن ان تحث )تحت ظروف الحث المعروفة( الى مستويات عالية وتيبط )تحت ظروف التثبيط المعروفة( الى 

ت ( دقيقة، فضلا عن محدودية انواع اليلام التي يمكن ان تبدي الفة بينيا وبين جزيئا60-30ادنى مستوى ليا في غضون )

الادينوسين دي امينيز الذي يختمف من كائن الى كائن اخر حتى ضمن المجموعة التصنيفية الواحدة من حيث الفتو للالتصاق 

عمى دقائق اليلام. وفي الدراسة الحالية تم تنقية انزيم الادينوسين دي امينيز من الرؤويسات الاولية لممشوكة الحبيبية باتباع 
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كوسط لتعميق جزيئات  G100طة تقنية كروماتوغرافيا الترشيح اليلامي باستخدام السيفادكس عدد من خطوات التنقية بوسا

الانزيم. وكنتيجة لمخطوتين الاوليتين فقد تم التخمص من جزء كبير من البروتينات والمكونات الاخرى الموجودة في المستخمص 

ي مكن البروتين الخاص من الارتباط عمى محلات الالفة لدقائق الخام التي ربما تتداخل او تتأثر مع فعالية الانزيم، الامر الذ

اليلام خلال الخطوة الاخيرة. لقد تباينت درجة نقاوة الانزيم ) اي خموه من الشوائب( وقيميا ) اي شدة نقاوة الانزيم ( مقدرا 

جدول الا بينييالطريقة ىي التي  من محاولة الى اخرى، الا ان افضل النتائج التي تم التوصل الييا حسب ىذه Foldبالعقدة 

(1). 

Table (1): Summary of the partial purification of the adenosine deaminase of  E.granulosus  

protoscoleces 

%yield Purification 

fold 

Specific 

Activity** 

Total 

(mg)protein 

Total       

activity* 

 

100 

 

___ 

 

18.1 

 

14.6 

 

265 

 

Crude 

homogenate 

82 

 

1.36 

 

24.7 

 

8.8 

 

218 

 

Supernatant 

 

71 

 

2.09 

 

37.9 

 

4.96 

 

188 

 

(NH)2 SO4 

precipitation 

 

17 50.82 920 0.05 

 

46 Sephadex G100 

         *nmole / min 

         **nmole /min/mg protein              
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فبعد تمرير المستخمص بعمود الترشيح اليلامي تم الحصول عمى عينات نقية من الادينوسين دي امينيز وصمت درجة      

نانومول/ دقيقة / ممغرام بروتين في الرؤويسات الاولية لممشوكة الحبيبية.   920وفعالية نوعية  50نقاوتو الى اكثر من 

( مرة عن فعاليتو من المستخمص الخام. 50نزيم بعد الترشيح اليلامي زادت بمقدار)وبالمقارنة يتضح ان الفعالية النوعية ليذا الا

الادينوسين دي امينيز في مستخمص الرؤويسات الاولية لممشوكة الحبيبية  بتقنية الترشيح  لأنزيمكما حدد الوزن الجزيئي 

وبذلك يماثل  (2شكل )ال دالتون 44000الى  مساويا تقريبا للأنزيمووجد ان الوزن الجزيئي  G100اليلامي عمى السيفادكس 

 .]14[انزيم الادينوسين دي امينيز في طفيمي المشمانيا

 

 

 

 

. البروتينات  G 100تقدير الوزن الجزيئي لانزيم الادينوسين دي امينيز باستخدام الترشيح اليلامي عمى السيفادكس :((2شكل 

=  Bovine serum albumin= BSA Cytochrome= CYT  OV;  =Ovalbumin ; CHY;القياسية: 

Chymotrypsinogen  *ADA الادينوسين دي امينيز. تم تحديد الحجم الروغاني=Elution volume) باستخدام )

 ((Blue dextran 2000الديكستران الازرق 

في الديدان الطفيمية، الا انو يمكن استخدام النتائج  عمى الرغم من انو لم يتم لحد الان تنقية انزيم الادينوسين دي امينيز     

التي تم الحصول عمييا في الدراسة الحالية كدليل عمى مستويات الفعالية الانزيمية في خلايا الديدان الطفيمية. مع ذلك تعد 

لقد درس تأثير   صنيفية مختمفة.الدراسة الحالية اول خطوة لتنقية الادينوسين دي امينيز في الديدان الطفيمية التابعة لمجاميع ت

الزمن عمى التفاعل المحفز بواسطة انزيم الادينوسين دي امينيز في الرؤويسات الاولية واظيرت النتائج فعالية انزيمية خطية 
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Linearity  والتي سرعان ما تضاءلت تدريجيا بمرور الزمن. كما تم حساب نشاط الانزيم في درجات حرارية دقائق  10لمدة

درجة مئوية.  37ىي  Optimum temperature( درجة مئوية واظيرت النتائج ان الدرجة الحرارية المثمى 50 – 5مختمفة )

ين دي امينيز باستخدام المحمول المنظم خلات كما درست تأثير الاس الييدروجيني عمى التفاعل المحفز بانزيم الادينوس

( 7.0 _ 10مميمولر ) 50بتركيز  Tris – HClوالمحمول المنظم ترس   pH( ( 5.0 – 6.8مميمولر  50الصوديوم بتركيز 

pH  (3)شكل الحيث دلت النتائج. 

 

 .الرؤويسات الاولية  لممشوكة الحبيبيةتأثير الاس الييدروجيني عمى نشاط انزيم الادينوسين دي امينيز في  (3):شكل 

دقائق عند  10( في الرؤويسات الاولية بعد 7.2عمى ان درجة الاس الييدروجيني المثمى لانزيم الادينوسين دي امينيز كانت )

ساس مئوية وبتطبيق الظروف المثالية المدروسة انفا، تم حساب نشاط الانزيم لعدد من تراكيز المادة الا 37درجة الحرارة 

 برسم لينويفر بورك لمقموب سرعة  التفاعل  Km( مميمولر وتم الحصول عمى ثابت ميكيمس منتن 0.1 – 20الادينوسين )
V

1

مقابل  مقموب تركيز المادة الأساس 
S

  .(4) شكلالللادينوسين  Kmوقد دلت النتائج عمى ان  1
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لانزيم الادينوسين دي امينيز في الرؤويسات الاولية   Lineweaver Burk plotمخطط لاينويفربورك  :(4شكل )

 .لممشوكة الحبيبة

 لانزيم الادينوسين دي امينيز لمرؤويسات Kmوالجدير بالملاحظة ان قيم الاس الييدروجيني وقيم  مميمولر. 0.028ىي      

 للأنزيم( مولر 105×5) Kmوقيم  pH (7.2–8.0)الاولية لممشوكة الحبيبية جاءت مطابقة لقيمة الاس الييدروجيني 

. ويتضح من نتائج البحث الحالي ان ىناك اختلاف في درجة الحرارة المثمى لفعالية ]14[المستخمص من طفيمي الميشمانيا

فيمي الميشمانيا. ومن المحتمل ان تكون الدرجة الحرارية المثمى لفعالية في الرؤويسات الاولية  وط الادينوسين دي امينيز

امينيز بمثابة تكيف الطفيمي لمتبدل الذي قد يحصل في درجة الحرارة اثناء تحولو الى طور اخر) الاوالي  الادينوسين دي

ولقد .  Homeothermic hostالثابتة  في المضيف ذو الحرارة الجسدية (الديدان الطفيمية)الطفيمية ( او الى الطور البالغ 

 Formycin Aوالفورمايسين ا Tubercidinدرس تأثير عدة تراكيز من المتناظرات البيورين مثل التيوبرسيدين 

في نشاط انزيم الادينوسين دي امينيز في الرؤويسات الاولية حيث تم حضن عينات معمومة من  Cordycepinوالكوردسبين

( دقائق وبعدىا تم التحري عن فعالية الانزيم حسب الطريقة التي تم شرحيا في فصل المواد 3ت لمدة )الانزيم بوجود الكواب

والتبوبرسيدين والكوردسبين تأثير تثبيطي شديد لمفعالية الانزيمية  A. ان لمفورمايسين (2الجدول )وطرائق العمل. ويلاحظ من 

 للادينوسين دي امينيز في الرؤويسات الاولية.
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تأثير متناظرات البيورين عمى نشاط انزيم الادينوسين دي امينيز :(2) جدول  

 التركيز الكوابت

 )مميمولر(

 % التثبيط

تيوبرسيدين   Tubercidin 

 

 

0.01 38 

0.1 67 

1 82 

فورمايسين ا   Formycin A 0.01 42 

0.1 59 

1 86 

كوردسبين   Cordycepin 

 

 

0.01 26 

0.1 61 

1 78 

مواداً علاجية متخصصة تعمل كأدوية مضادة للأورام والفايروسات والبكتريا  . )5) شكلال تعد المركبات المتناظرة لمبيورين     

تأثيرىا المباشر عمى دورة حياة الخمية بتداخميا مع بعض المواقع الأيضية ضمن العمميات من خلال  ]15،16 [والاوالي الطفيمية

 الحياتية البنائية لمخمية.
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 [15]الصيغ التركيبية لبعض متناظرات القواعد والنيوكميوسيدات البيورينية ذات الفائدة العلاجية :(5شكل )

ومركب  (7)ومن ىذه المتناظرات مركب التيوبرسـيدين الذي تسـتبدل فيو ذرة النيتروجين بذرة الكربـون عند الموقع      

بذرة النتروجين وذرة الكربون  (9)ذرة النتروجين عند الموقع و  (8)آ حيث تســتبدل فييا ذرة الكربــون عند الموقع  الفورمايسـين

دي أوكسي  لمسـكر (3)عمى التوالي ومركب  الكوردسبين الذي تستبدل فيو مجموعة الييدروكسيل بذرة الييدروجين عند الموقع 

-17[ كبات في الأوالي الطفيمية وظيرت أنيا تثبط نمو الملاريا  والمشمانيا والتريبانوسوماو تمــت دراسة تأثير ىذه المر  .رايبوز

لذا بات من الضروري دراسة تأثير ىذه المركبات بقصد تسميط و من خلال تثبيط  فعالية أنزيمات مسار إنقاذ البيورينات  ]19

 الضوء عمى ميكانيكية عمميا ودورىا في الديدان الطفيمية. 
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التثبيط العالي لمفعالية الأنزيمية عمى تدل نتائج ىذه الدراسة عمى امتلاك التيوبرسـيدين و الفورمايسـين آ والكوردسبين  قدرة      

الاولية لممشوكة الحبيبية ، الأمر الذي يقود إلى الاستنتاج أن ىذه المركبات تنافس المادة  للادينوسين دي امينيزفي الرؤويسات

الأساس للارتباط مع الانزيم عند الموقع الفعال أو تعزز بناء المزيد من النيوكميوتيدات الأحادية والثنائية والثلاثية الفوسفيت 

تتــداخــل مــع الحامــض النــووي الرايبوزي الساعي الذي يشفر بنــاء  لتندمج في النياية في الحامض النووي الرايبوزي حيث

البروتيــن ليعيق بذلك صنع ىذه الجزيئة الحيوية ويــؤدي في النياية إلى إيقاف انقسام وتكاثــر الطفيمي وقــد سبــق أن اكتشــف 

  . ]23-20[ الأمــر نفــسو في الأوالــي الطفيميــة

ان التأثيرالناتج لمتناظرات البيورين عمى انزيمات مسار الاسترداد ربما يعطي دلالة عمى الية عمل ىذه بق مما س يتضح     

المتناظرات التي ربما ليا علاقة بصنع الاحماض النووية .  ومن المحتمل أن تؤدي الدراسات الاضافية في ىذا المجال الميمل 

يجاد امثمة لاليات اخرى. وان مثل ىذا العمل  يجب أن يشجع  حيث ان البحث في من الكيمياء الحياتية لمديدان الطفيمية الى ا

 .معمومات اضافية عمى الية التفاعلالية مقاومة الادوية يعطي احيانا 
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