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  لملخصا

 سـليم   إنـسان   كلى نسيج نز م ي ديهيدروجين تز وكلوتامي تييث كلوتامين سن   أنزيمي يتضمن البحث عزل  

 الترسيب بكبريتات الامونيـوم      حياتية مختلفة تضمنت   قنياتت الكلى باستخدام     خلايا رطانـ مصاب بس  وأخر

   .Sephadex G-200 و  Sephadex G-75ي والترشيح الهلامي باستخدام هلاموالفرز الغشـائي

ة علـى فعاليـة كـلا       يالحاو(  البروتينية  للحزمة وقدر الوزن الجزيئي التقريبي بتقنية الترشيح الهلامي      

  بحـدود  Sephadex G-200المـصاب والناتجـة مـن عمـود     وليمـالس يجـ للنس)GDH وGS الأنزيمين

)304,000 ± 3,000 Da (و)3,000 ± 297,000 Da (الأنـزيمين ية لكلا وان مقدار التنق ، على التوالي GS 

مرة ) 13.86(و) 23.92( و السليم  على التوالي للنسيج    مرة )29.42(و) 48.42( بلغفي هذه الحزمة     GDHو

  .المصاب على التوالي للنسيج

 الـوزن  أن تبين  Sodium dodecyl sulfateومن خلال استخدام تقنية الهجرة الكهربائية الحاوية على

ز المعزول من نسيج الكلى السليم والمصاب متشابه وبحدود         تييثرعية للكلوتامين سن  الجزئي التقريبي للوحدة الف   

)42,600 Da (ل من نـسيج  زوز المعي ديهيدروجينتوكذلك الوزن الجزيئي التقريبي للوحدة الفرعية للكلوتامي

  ).Da 53,900(وبحدود  المصاب متشابهوالكلى السليم 

 نسيج الكلى السليم ، تبـين        من ز المنقى جزئياً  تييثوتامين سن دراسة الظروف المثلى لقياس فعالية كل     وب

وبدالـة  ) mM 100( بتركيز   Imidazole-HCl المحلول المنظم    باستخدام  يعمل في ظروف مثلى    الأنزيم أن

ثابت ميكيلس  وبلغت قيمة ،من الكلوتاميت كمادة أساس) (mM 15 و(°C 45) ودرجة حرارة (7.2 )حامضية 

 .علـى التـوالي  ) U/ml 0.0818(و )mM 11.97( برك- باستخدام رسم لاينويفرلأنزيملوالسرعة القصوى 

ز وكـان   تييث الفوسفات على فعالية كلوتـامين سـن       ي ثلاث -5-ندينوسيأودرس تأثير تركيز كلوريد الامونيوم و     

 0.065 ( لهمـا  وبلغت قيمة السرعة القـصوى ، على التوالي) mM 4(و) mM 1(  لكل منهاالأمثلالتركيز 
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U/ml (و)0.0609 U/ml(لهما قيمة ثابت ميكيلس على التوالي بينما بلغت )0.419 mM (و)1.64 mM ( على

  . برك-لاينويفر التوالي باستخدام رسم

 يعمل فـي ظـروف مثلـى       ز المنقى جزئياً من نسيج الكلى السليم      ي ديهيدروجين ت كلوتامي تبين أن كما  

 50(و) C 40°(ودرجة حرارة) 8.8( وبدالة حامضية(mM 100)  بتركيزTris-HCl نظممباستخدام المحلول ال

mM (  باسـتخدام رسـم     للأنـزيم ثابت ميكيلس والسرعة القـصوى      وبلغت قيمة    ،   الكلوتاميت كمادة أساس 

 ثنائي  أدينينمايدأدرس تأثير تركيز نيكوتين و .على التوالي) U/ml 0.6916(و )mM 29.5(برك –لاينويفر

 وبلغت قيمة ثابت ميكيلس  ،)mM 4( لهالأمثل وكان التركيزز ي ديهيدروجينت كلوتامييد على فعاليةتيوكليونال

 .على التوالي ) U/ml 0.424(و )mM 0.91(يدتيوكليون ثنائي ال أدينينمايدأنيكوتين  لالقصوى والسرعة

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Isolation of Glutamine Synthetase and Glutamate Dehydrogenase 
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Department o f  Chemistry  
College  of  Science 
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ABSTRACT  

The research included isolation of glutamine synthetase and glutamate dehydrogenase 
from normal & tumor human kidney’s tissue using different biological techniques, These  
included ammonium sulfate precipitation, dialysis, gel filtration chromatography on 
sephadex G-75 and sephadex G-200 . 

It was shown that, the comparative molecular weight of the second proteinous peak 
(produced from sephadex G-200 colum, also it contain glutamine synthetase and glutamate 
dehydrogenase activity) for normal & tumor kidney’s tissue was found to be (304,000 ± 
3,000 Da) and (297,000 ± 3,000 Da) respectively, And the purification of glutamine 
synthetase and glutamate dehydrogenase in this peak was (42.48 fold) and (42.29 fold) 
respectively for normal kidney’s tissue, (92.23 fold) and (86.13 fold) respectively for tumor 
kidney’s tissue. 

Further more, the comparative molecular weight of the subunit of glutamine synthetase 
and  glutamate dehydrogenase were determined by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
electrophoresis techniques for normal and tumor kidney’s tissue and found to be (42,600 
Da) and (53,900 Da) respectively . 

The results also showed that the optimum conditions of glutamine synthetase were 
obtained using imidazole-HCl (100 mM) as a buffer at pH (7.2), (45 C°) and (15 mM) of 
glutamate as a substrate. Using Linweaver-Burk plot, it was found that Vmax and Km have 
the values of (0.0818 U/ml), (11.97 mM) respectively. The effect of ammonium chloride 
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and adenosine-5́-triphosphate concentration on the enzyme activity were also preformed. 
The optimum concentration of ammonium chloride is (1 mM) with Vmax (0.065 U/ml)and 
Km (0.419 mM). On the other hand, the optimum concentration of adenosine-5́-triphosphate 
is (4 mM) with Vmax (0.0609 U/ml) and Km (1.64 mM) . 

Finally, The optimum conditions of glutamate dehydrogenase were obtained using 
Tris-HCl (100 mM) as a buffer at pH (8.8), (40 C°) and (50 mM) of glutamate as a 
substrate. Using Linweaver-Burk plot, it was found that Vmax and Km have the values of 
(0.6916 U/ml), (29.5 mM) respectively. The effect of nicotinamide adenine dinucleotide 
concentration on the enzyme activity was also preformed. The optimum concentration of 
nicotinamide adenine dinucleotide is (4 mM) with Vmax (0.424 U/ml) and Km (0.91 mM) . 

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  
  المقدمة

 تام يخفاق عضوإبل هو ، السرطان ليس مرحلة من تحول أو نمو مرتب لمركب أو عضو في الجسم

 مع مجموعة خلايا منقسمة Eukaryotes ويمكن القول بأنه مجموعة خلايا حقيقية النواة ،)كارثة عضوية(

 Enzymesللأنزيمات إنتاج غير طبيعي أمراض السرطان يرافقها   من أنواعاًإن). Zubay, 1998(منها 

 Plasma أو بلازما الدم Serumوالبروتينات والهرمونات والتي يمكن قياسها والتعرف عليها في مصل الدم 

بحاث  ، وبينت الأTumor markers للورم السرطاني  أو دليلاً، وهذه الجزيئات تعد مؤشراTissueًأو النسيج 

 ما تكشف وغالباً) أو المتغير(  المرضى أو جميع أنواع السرطان تعطي المؤشر نفسهإنه ليس جميع

 ;Edwards and Bouchier, 1991). مؤشرات عن المراحل المتقدمة أكثر من المراحل الأولية للسرطانال

Murray et al., 2000)  أنزيم كلوتامين سنثيتيز إن)GS ، 6.3.1.2 EC (في أيض  مهماًراًيلعب دو 

أنزيم متعدد الوحدات ، يحفز وهو   بالنباتات والحيوانات، في كل الأحياء من البكتريا مروراًنالنايتروجي

 ,ATP) Tateno ثلاثي الفوسفات - ′5-ن على الادينوسيعتماداًإإلى كلوتامين تحول الكلوتاميت والامونيا 

 النوعية الطفيفة بين ختلافاتعية متماثلة مع بعض الإإلى ثمانية وحدات فر وتعزى وظيفة الأنزيم .)1994

 الباحثين في الطب بسبب إنتباه أن يجذب GS استطاع أنزيمولقد  .(Smirnov et al., 2000)هذه الوحدات 

 مثل مـرض) Boksha et al., 2000(راض ـختلال دور الأنزيم في عـدة أمإالدلائل المؤشرة على 

ولقد تمت تنقية  ).Krajnc et al., 1996(وحالات تضرر دماغ الثدييات) LePince et al., 1995( الزهايمر

 د الوزن الجزيئي التقريبي للوحدة الفرعية للأنزيمنسان وحد من دماغ الإ كلوتامين سنثيتيزأنزيم

وكانت  SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)(بتقنية

ن أعلى أإلى وأشارت الدراسات ). Da() Tumani et al., 1995 ; Boksha et al., 1995 44,000(بحدود

وأظهرت الدراسات وجود ).  Suarez et al., 2002 (نسان تكون في الدماغ والكبد نزيم في جسم الإفعالية للأ

نسان يرتبط من  الإنزيم كلوتامين سنثيتيزثلاثة مواقع في كل وحدة فرعية من الوحدات الثمانية المكونة لأ

  ).ATP)Shin et al., 2003 خلالها الكلوتاميت والأمونيا والـ 
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-إضافة الأمين الاختزالية للألفاإما يحفز ف، )GDH ، 4-1.4.1.2EC(كلوتاميت ديهيدروجينيز أنزيمأما 

لوتاميت ك تأنزيما نإ .)Vallorani et al., 2002( أكسدية للكـلوتاميتـلأمين التة اـإزالكيتوكلوتاريت أو 

 حيث تتكـون جميعها من ست وحدات ، واحدةSubunitنزيمية أ تتكون من أكثر من وحدة ديهيدروجينيز

 في الفطريات    الموجودةات كلوتاميت ديهيدروجينيزـنزيمأ عدا ،Homohexamericفرعية متماثلة 

حدات فرعية متماثلة  حيث يتكون من أربع وًأنزيمياً  فقط بوصفه مرافقا+NADإستخدام والمعتمدة على 

Homotetrameric . ويبلغ الوزن الجزيئي التقريبيComparative molecular weightية  لكل وحدة أنزيم

 ,.Da ,0004755,000-( (Dean et al(  السداسيةكلوتاميت ديهيدروجينيزلأنزيمات من الوحدات الست 

1997 ; Britton et al., 1992). ت الثدييانيز كلوتاميت ديهيدروجيإن أنزيم Mammalian GDH 

)E.C.1.4.1.3 ( موجود في حشوة المايتوكوندرياMitochondrial matrix إزالة الأمين التأكسدية  ويحفز

، ويتكون من ستة وحدات فرعية متماثلة يبلغ الوزن الجزيئي +NAD(P) الـ العكسية للكلوتاميت مستخدماً

 ويظهر الأنزيم). Da 56,000 (Smith et al., 2001; Smith et al., 2002)(التقريبي لكل وحدة فرعية 

  لات ـلاحظ ذلك في العضـاغ والبنكرياس والكلى بينما لا يـوالدمفعالية عالية في الكبد 

(Fang et al., 2002 ; Kim et al., 2003)  لأنزيم في حالات فسلجية ذلك تم تشخيص فعالية اعن  ً، فضلا

  ).Fetal liver  )Timmerman et al., 2003د الأجنة مختلفة كتشخيصه في المشيمة وكب

عزل أنزيمي كلوتامين سنثيتيز وكلوتاميت ديهيدروجينيز من نسج كلى سليم           إلىهدف البحث الحالي    يو

وأخر مصاب بسرطان خلايا الكلى باستخدام التقنيات الحياتية المختلفة ودراسة خواص الأنزيمين في الحالـة               

 .السليمة

  ق العملالمواد وطرائ

  :نماذج الأنسجة

 الطب العدلي في  دائرةمن ًظاهريا مذكر سلي  من سليمإنسان كلى نسيج ةعين على تم الحصول

المصاب بسرطان خلايا الكلى فتم الحصول عليها من كلى ذكر مصاب إنسان   أما عينة نسيج كلى،الموصل

 في صالة عمليات سرطان خلايا الكلى بة له عملية رفع الكلى المصابأجريتعندما بسرطان خلايا الكلى 

   .)على الورم ًوكانت العينة المأخوذة حاوية(مستشفى الزهراوي الأهلي 

  :تحضير نماذج الأنسجة

 العمليات والطب العدلي غسلت جيداً بالماء المقطر ثم ةبعد الحصول على القطع النسيجية من صال

عت في حاوية تحتوي على ماء مقطر مزال الايونات غسلت بعد ذلك بالماء المقطر المزال الايونات ثم وض

  ومن ثم  وتم في المختبر تجفيف العينة النسيجية باستخدام عدة أوراق ترشيح  . بعد ذلك إلى المختبرتثم نقل
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إن فقدان أو عدم وجود جدار خلوي صلب في الخلية الحيوانية يجعلها سهلة . وزنها بالميزان الحساس

 العينة إلى قطع صغيرة جداً، وبعد أن أضيف الماء المقطر المزال الايونات إلى العينة السحق، لذلك تم تقطيع

ومن ثم عرض  عرض النموذج إلى ثلاث دورات من التجميد والتذويب، )1:3( النسيجية المقطعة بنسبة

رددات بعد ذلك نقل المستخلص الخلوي إلى جهاز السحق في حوض الت النموذج للسحق بجهاز السحق الذاتي،

ثم حرك بعد ذلك بواسطة المحرك المغناطيسي لمدة ساعتين مع مراعاة التبريد ) min 40(فوق الصوتية لمدة 

باستخدام حمام ثلجي، بعد ذلك رشح المستخلص الخلوي خلال عدة طبقات من الشاش لغرض الحصول على 

 للتخلص من المواد غير )min 20( لمدة) xg 2000(المستخلص الخام الذي أجرى له طرد مركزي بسرعة

وبعد  ، ولقد تمت جميع الخطوات السابقة في ظروف مبردة،الذائبة، إن الراشح الناتج يمثل المستخلص الرائق

قياس فعالية أنزيمي كلوتاميت سنثيتيز وكلوتاميت الحصول على المستخلص الرائق لكل عينة نسيجية تم 

  .تركيز البروتين قياس إلى إضافةديهيدروجينيز في ذلك المستخلص 

  :  البروتين والفعالية الأنزيميةقياس

تم قياس فعالية أنزيم كـلوتامين سنثيتيز في مستخلص أنسجة الكلى طيفياً بواســطة قيـاس كــمية                 

المتحررة من تفاعل تخليق الكلوتامين، من خلال تفاعل الفوسفات المتحررة مـع موليبـدات   Pi) ( الفوسفات 

 الموجودة في محيط حامضي حيث يتكون معقد الموليبـدونيوم الأزرق  Ammonium molybdateالامونيوم 

  يـياف الضوئـاز المطـ في جه(nm 600)ي ـه عند طول موجـياس امتصاصـالذي يمكن ق

 (Shapiro and Stadtman, 1970) .    ولغرض حساب كمية الفوسفات المتحررة اسـتعمل منحنـي قياسـي

HPO4)للفوسفات  
 في مستخلص الأنزيم تم استعمال محلول الـسيطرة         الموجودةفوسفات  للتخلص من ال  و .(2-

 فعالية أنزيم كلوتاميت ديهيدروجينيز في مستخلص أنسجة الكلى طيفياً بقيـاس            قيستكما  .ضمن طريقة العمل  

اعتمـاداً  ) 340nm(   مقدار الزيادة في الامتصاصية لمحلول تفاعل إزالة الأمين التأكسدية عند طول موجي           

 ـقدرت كمية البروتين فـي مـستخلص   و .(Hadži and Šukalović, 1990)يقة الباحثينعلى طر  مـالأنزي

    لاوري- فولن ريقةـخدام طـة باستـية التنقيـعمل ة خلالـ الناتجالأنزيميل ـذلك محالـوك

(Lowry et al., 1951) والمحورة من قبل الباحثيّن (Schacterle and Pollack, 1973).   

  

  :مي كلوتامين سنثيتيز وكلوتاميت ديهيدروجينيز من مستخلص أنسجة الكلىتنقية أنزي 

كلوتاميت ديهيدروجينيز من نـسيجي الكلـى       و  كلوتامين سنثيتيز  أجريت نفس خطوات التنقية لفصل أنزيمي      

  : الأتيتضمنتالسليم والمصاب بسرطان خلايا الكلى والتي 

 Dioxin) (%75) وبتـشبع  مونيومألارسيب بكبريتات فصل البروتين الكلي التتم  :فصل البروتين الكلي .1

and Weeb, 1961) ،    وكانت إضافة كبريتات الامونيوم بصورة تدريجية مع التحريـك المـستمر بـالمحرك

 ــ، ومن ثم ترك المح)°C 4(عند درجة حرارة ) min 60(الكهربائي لمدة  فـي  )  24h(دة ـلول ليستقر لم



  محمدمحمود احمد  و طارق يونس احمد 
 

63

) xg 3600(فصل الراسب عن الراشح بجهاز الطرد المركزي بسرعة ، ثم )°4C(الثلاجة عند درجة حرارة 

، بعد هذه العملية تم الحصول على راسب أذيب في اقل كمية من المـاء المقطـر المـزال    )min 35(ولمدة 

) M 0.1( محلـول بيكاربونـات الامونيـوم بتركيـز    باسـتخدام  Dialysis  وأجري له فرز غشائيالايونات

)Plummer, 1978(،يت عملية الفرز الغشائي عند درجة حـرارة   وأجر)4 C° (    مـع التحريـك بـالمحرك

 بعد ذلك تم تجفيف العينة باستخدام جهاز التجفيد        ).48h(المغناطيسي ، واستمرت عملية الفرز الغشائي لمدة        

 .لحين استعماله) °C 20-( مسحوق بروتيني حفظ في درجة حرارة حيث تم الحصول على 

 الناتج من الخطوة الـسابقة باسـتخدام كروماتوغرافيـا           البروتين الكلي  تم تجزئة  :ليتجزئة البروتين الك   .2

) cm 66.5 × 6.4(  باستعمال عمود الفصل ذي الإبعـاد  Gel filtration chromatographyالترشيح الهلامي

وباسـتخدام المـاء   ) cm 58( على ارتفـاع ) Sephadex G-75(والذي يحتوي على هلام السفدكس من نوع 

 ـالحاو( للحزمة البروتينية الأولى    الوزن الجزيئي التقريبي   دوحد .المقطر المزال الايونات كمحلول روغان     ة ي

من خلال مقارنـة حجـم   ) Andrews, 1965( حسب طريقة الباحث )GDH وGS الأنزيمينعلى فعالية كلا 

مرارها في نفس عمـود      أخرى معلومة الوزن الجزيئي تم إ      تاسترداد مركبا استرداد هذه الحزمة مع حجوم      

 .أعلاهالفصل 

 الأنـزيمين ة على فعالية كلا     يالحاو(الحزمة البروتينية الأولى  تم تجزئة    :الأولىتجزئة الحزمة البروتينية     .3

GS و GDH (         باستعمال عمود الفـصل    والناتج من الخطوة السابقة باستخدام كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي

علـى ارتفـاع   ) Sephadex G-200(توي على هلام السفدكس من نوع والذي يح) cm 97 × 2(ذي الأبعاد 

 )94.5 cm ( الـوزن الجزيئـي التقريبـي    دوحد. وباستخدام الماء المقطر المزال الايونات كمحلول روغان 

 ,Andrews( حسب طريقة الباحـث )GDH وGS الأنزيمينة على فعالية كلا يالحاو(ثانيةللحزمة البروتينية ال

 أخـرى معلومـة الـوزن       ت مقارنة حجم استرداد هذه الحزمة مع حجوم استرداد مركبـا          من خلال ) 1965

 .الجزيئي تم إمرارها في نفس عمود الفصل أعلاه

كلوتـامين سـنثيتيز وكلوتاميـت       أنزيمـي  الوزن الجزيئي التقريبي للوحدة الفرعية لكل مـن          تحديد .4

 البروتينات بالهجرة الكهربائية المتقطعة  لفصل(Laemmli, 1970)استخدمت طريقة الباحث : ديهيدروجينيز

Discontinuous Electrophoresis الاكريلامايد  هلام متعدد ستخدما ، إذ(Poly acrylamide gel)  بوجـود 

 ومحلول مـنظم   (mA  40)وباستعمال تيار كهربائي مقداره SDS (Sodium dodecyl sulphate) ـمادة ال

 أنزيمـي للوحدة الفرعية لكـل مـن     الجزيئي التقريبي وحدد الوزن.(Tris-glycine, pH=8.3) الكتروليتي

 مقارنة المسافة المقطوعة من فبل الوحدة الفرعية مـع          من خلال كلوتامين سنثيتيز وكلوتاميت ديهيدروجينيز     

 . معلومة الوزن الجزيئي أخرىالمسافات المقطوعة من قبل مركبات 
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  النتائج والمناقشة

  :ين سنثيتيز وكلوتاميت ديهيدروجينيز من مستخلص أنسجة الكلىتنقية أنزيمي كلوتام

 بـسرطان خلايـا    السليم والمـصاب ىنسيج الكلمن  )GDHوGS ( نلأنزيميلإن نتائج التنقية الجزئية 

أعطى روغان محلول البروتين الكلي العائـد لنـسيج         حيث   .على التوالي )2(و )1( في الجدول   موضحة الكلى

ومـن   (  ثلاث حزم بروتينيـة  Sephadex G-75 الحاوي على هلام  الأول الفصلعمودعلى  الكلى السليم

، وكما هـو  )الأولى تتركز في الحزمة الأنزيمين فعالية كلا أنوجد GDH  وGSأنزيمي فعالية متابعة خلال 

علـى  )  مـره  91.11(و )مره 12.12(GDH و GSالأنزيمين  ، وكان مقدار التقنية لكلا      )1(موضح في الشكل  

 أعطى روغان محلول البروتين الكلـي العائـد لنـسيج الكلـى             بينما ).1( لي وكما هو مبين في الجدول     التوا

ومن خـلال  (   ثلاث حزم بروتينيةSephadex G-75الحاوي على هلام الأول عمود الفصل المصاب على 

وكما هو موضح   ) الأولى تتركز في الحزمة     الأنزيمين فعالية كلا    أن وجد   GDH و GS أنزيميمتابعة فعالية   

على التوالي  )  مره 51.12(و)  مره 13.34(بلغ   GDH و GS الأنزيمينوان مقدار التنقية لكلا     ) 3(في الشكل   

  ).2(وكما هو مبين في الجدول 

روغـان الحزمـة   أعطـى    Sephadex G-200م عمود الفصل الثاني الحاوي على هـلام  وباستخدا

ثلاث )  تم تقليص حجمها   إنبعد  (السليم  الكلى   والعائدة لنسيج    ولالأ الناتجة من عمود الفصل      الأولىالبروتينية  

 تتركز في الحزمة    الأنزيمين فعالية كلا    أنوجد   GDH و GS أنزيميومن خلال متابعة فعالية     (حزم بروتينية   

)  مـره  48.42(  بلـغ  GDH و GS الأنزيمينوان مقدار التنقية لكلا     ) 2( وكما هو موضح في الشكل       )الثانية

 أعطى الفصل بعمود الفصل الثاني الحاوي       بينما .)1(على التوالي وكما هو مبين في الجدول        )  مره 29.42(و

  الكلى والعائدة لنسيجالأول الناتجة من عمود الفصل الأولى للحزمة البروتينية Sephadex G-200على هلام 

 وجد  GDH و GS أنزيميلية  ومن خلال متابعة فعا   (م بروتينية   زثلاث ح )  تم تقليص حجمها   أنبعد  (المصاب  

وان مقدار التنقيـة لكـلا      ) 4(وكما هو موضح في الشكل      )  تتركز في الحزمة الثانية    الأنزيمين فعالة كلا    أن

  ). 2( على التوالي وكما هو مبين في الجدول)  مره13.86(و)  مره23.92( بلغ GDH وGS الأنزيمين

 GS الأنـزيمين الحاوية على فعاليـة     و الثانيةتينية   تم تقدير الوزن الجزيئي التقريبي للحزمة البرو       كما

حيث بلغ   ، باستخدام تقنية الترشيح الهلامي    للنسيج السليم والمصاب   الثاني والناتجة من عمود الفصل      GDHو

على التوالي اعتماداً على حجم ) Da 3,000 ± 297,000(و) Da 3,000 ± 304,000(وزنها الجزيئي التقريبي 

المنحني القياسي لتحديد الـوزن  ) 5( ويوضح الشكل .على التوالي) ml 137(و) ml 136(روغان الحزمتين 

 الوزن الجزيئي أن وهذه النتيجة تبين ).Sephadex G-200(الجزيئي التقريبي باستخدام عمود الفصل الثاني 

نية للنسيج المـصاب   للحزمة الثانية للنسيج السليم الناتجة من عمود الفصل الثاني والوزن الجزيئي للحزمة الثا            

  .ًاالناتجة من عمود الفصل الثاني يكون متشابه
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 )cm 66.5 × 6.4(ذي الإبعاد   الأولعمود الفصلعلى  لول البروتين الكلي العائد لنسيج الكلى السليمالمظهر الجانبي لروغان مح :1الشكل

 (min 5) وبمعدل(ml/h 120)جريان  ،وتمت عملية الجمع بمعدل) cm 58(على ارتفاع  Sephadex G -75الحاوي على هلام و

  لكل جزء

عمود على  السليمالكلى  والعائدة لنسيج لأولا الناتجة من عمود الفصل الأولىالحزمة البروتينية المظهر الجانبي لروغان محلول   :2 الشكل

،وتمت عملية الجمع ) cm 94.5(على ارتفاع  Sephadex G -200الحاوي على هلام و )cm 97 × 2(ذي الإبعاد   الثانيالفصل

   لكل جزء(min 12) وبمعدل(ml/h 15)جريان  بمعدل
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) cm 66.5 × 6.4(ذي الإبعاد  الأولعمود الفصلعلى  نسيج الكلى المصابالمظهر الجانبي لروغان محلول البروتين الكلي العائد ل :3 الشكل

 (min 5) وبمعدل(ml/h 120)جريان  ،وتمت عملية الجمع بمعدل) cm 58(على ارتفاع  Sephadex G -75الحاوي على هلام و

  لكل جزء

 عمود الفصلعلى  مصابالالكلى دة لنسيج  والعائالأول الناتجة من عمود الفصل الأولىالحزمة البروتينية المظهر الجانبي لروغان محلول :  4الشكل

جريان  ،وتمت عملية الجمع بمعدل) cm 94.5(على ارتفاع  Sephadex G -200الحاوي على هلام و) cm 97 × 2(ذي الإبعاد  الثاني

(15 ml/h)وبمعدل (12 min)لكل جزء   
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        ج الكلـى   يديهيدروجنيز من نـس   خلاصة نتائج مراحل تنقية أنزيمي كلوتلمين سنثيتيز وكلوتاميت          : 1الجدول

   السليم

  مراحل التنقية
الحجم 

  الكلي
ml 

البروتين

  الكلي
mg  

الفعالية 

الكلية 

لأنزيم 
GS  
U  *  

الفعالية 

 **النوعية

GSلأنزيم 
U/mg  

عدد 

مرات 

  التنقية

الاستعادة%

الفعالية 

الكلية 

لأنزيم 
GDH  

U   #  

الفعالية 

  ##النوعية

لأنزيم 
GDH 
U/mg  

عدد 

ات مر

  التنقية

الاستعادة%

  100.0  1.00  0.1508  122.04  100.0  1.00  0.0147  11.89 809.5  85.1  المستخلص الخام

  90.0  1.62  0.2440  109.84  91.7  1.65  0.0242  10.90 450.1  60.5  المستخلص الرائق

الترسيب بكبريتات 

  الامونيوم
11.5  185.3 9.65  0.0521  3.54  81.2  94.12  0.5079  3.37  77.1  

  69.9  5.47  0.8249  85.29  73.2  5.72  0.0841  8.70 103.4  13.7  الفرز الغشائي

الترشيح الهلامي 

 Sephadexباستخدام 

G-75 )(  

 )الأولىالقمة (

460.5 39.2  6.98  0.1781  12.12 58.7  70.41  1.7962  11.91 57.7  

الترشيح الهلامي 

 Sephadexباستخدام 

G-200 )(  

  )القمة الثانية(

58.6  8.6  5.37  0.6224  42.48 45.2  54.84  6.3767  42.29 44.9  

* U:   1(  كمية الأنزيم التي تعمل على تحرير µmol ( من الفوسفات في الدقيقة الواحدة.  
 µmol of(مـن البـروتين وتكـون وحـدتها     ) mg 1.0(عدد وحدات الأنزيم الموجود فـي  :  الفعالية النوعية**

Pi/min/mg of protein. (  
 #U:    1(بأنها كمية الأنزيم اللازمة لاختزال µmol ( من الـNAD+ في الدقيقة الواحدة .  

 µmol of مـن البـروتين وتكـون وحـدتها    ) mg 1( عدد وحدات الأنزيم الموجودة فـي  : الفعالية النوعية  ##

NADH/min/mg of protein)(.  
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        يتيز وكلوتاميـت ديهيـدروجنيز مـن نـسيج الكلـى           خلاصة نتائج مراحل تنقية أنزيمي كلوتلمين سنث      : 2  الجدول

  المصاب 

  مراحل التنقية
الحجم 

  الكلي
ml 

البروتين 

  الكلي
mg  

الفعالية 

الكلية 

لأنزيم 
GS  

U *   

الفعالية 

** النوعية

GSلأنزيم 
U/mg  

عدد 

مرات 

  التنقية

الاستعادة%

الفعالية 

الكلية لأنزيم 
GDH  

U #    

الفعالية 

## النوعية

لأنزيم 
GDH 
U/mg  

عدد 

مرات 

  التنقية

الاستعادة%

  100.0  1.00  0.5988  467.74  100.0  1.00  0.0593  46.31  781  65.5  المستخلص الخام

  91.2  1.94  1.1614  426.58  93.3  1.98  0.1176  43.19  367.3  53.8  المستخلص الرائق

الترسيب بكبريتات 

  الامونيوم
10.6  160.1  39.76  0.2483  4.19  85.9  385.88  2.4102  4.03  82.5  

  75.5  6.56  3.9281  353.14  79.6  6.91  0.4098  36.84  89.9  13.1  الفرز الغشائي

الترشيح الهلامي 

باستخدام 
Sephadex G-

75 )(  

 )الأولىالقمة (

160.6  40.4  31.95  0.7908  13.34  69.0  302.63  7.4908  12.51  64.7  

الترشيح الهلامي 

باستخدام 
Sephadex G-

200 )(  

  )ة الثانيةالقمـ(

18.3  3.9  21.33  5.4692  92.23  46.1  201.13  51.578  86.13  43.0  
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  المنحني القياسي لتحديد الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام العمود الفصل  :5شكل ال    

  )Sephadex G-200(الثاني 
  

 يج المعزولين من نـس    GDH و GS زيميلأنلغرض معرفة الوزن الجزيئي التقريبي للوحدة الفرعية        و

تـم اسـتخدام تقنيـة       ،ة بينهما مقارنال و )ولة بعمود الفصل الثاني   زالحزمة الثانية المع  (والمصابالكلى السليم   

وحـدات فرعيـة    ) (8 إلى GS أنزيم دعقحيث يتحلل م  ) SDS )SDS-PAGEالهجرة الكهربائية الحاوية على   

وحـدات  ) 6(إلـى   GDH أنزيم دعقبينما يتحلل م) Brown et al., 1994) ; Kumada et al., 1993متماثلة

ر الوزن الجزيئي التقريبـي للوحـدة   دولقد ق). Britton et al., 1992 ;  Dean et al., 1997( فرعية متماثلة

 42,600(بمدد لـ) الحزمة البروتينية الثانية(ج الكلى السليم ي المعزولين من نسGDH وGS لأنزيميالفرعية 

± 200 Da (و)1,000 ± 53,900 Da (    على التوالي بينما قدر الوزن الجزيئي التقريبـي للوحـدة الفرعيـة

 300 ± 42,600(دود حب) الحزمة البروتينية الثانية(ج الكلى المصاب ي المعزولين من نسGDH وGS لأنزيمي

Da (و)1,500 ± 53,900 Da (ويوضح الشكل.على التوالي )الـوزن الجزيئـي   المنحني القياسي لتحديد ) 6

صور الهجرة لكهربائية   ) 7( بينما يوضح الشكل   SDSالهجرة الكهربائية الحاوية على   التقريبي باستخدام تقنية    

ج الكلى السليم والمصاب بسرطان خلايـا       يالمعزول من نس   GS لأنزيموبذلك يكون الوزن الجزيئي التقريبي      

 GS لأنزيم للوحدة الفرعية    الجزيئي الوزن   أن إلى اتالأدبي أشارتولقد   ،)336,000(الكلى متشابهة وبحدود    

والوحـدة الفرعيـة    ) Da( )Boksha et al., 2000 1,000 ± 44,000( بحـدود  الإنسانالمعزول من دماغ 

كما يكون  ).Da) (Gibbs et al., 1987 500 ± 42,000(  بحدودانـالإنسعزول من كبد ـ المGS زيمـلأن

Urease  

BSA 

- amylaseα 
Egg albumin 

Insulin 

Pepsin 
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 ـج الكلى السليم والمصاب     ي المعزول من نس   GDH يملأنزالوزن الجزيئي التقريبي     سرطان خلايـا الكلـى     ب

 لأنـزيم  الوزن الجزيئي للوحـدة الفرعيـة   أن إلى الأدبيات أشارت ولقد  ،)Da 315,000(متشابهة وبحدود 

GDH 55,000 - 47,000(   بحـدود الإنسان المعزول من كبد Da( )Britton et al., 1992 ; Dean et al., 

 Da( )Garrett and 332,674 (إلى الإنسان المعزول من كبد GDH لأنزيمصل الوزن الجزيئي وي) 1997

Grisham, 2005.(  
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  SDSالهجرة الكهربائية الحاوية على المنحني القياسي لتحديد الوزن الجزيئي بتقنية : 6شكل ال

  )2(صورة رقم                   )1(صورة رقم                                                     

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

صور الهجرة لكهربائية الحاوية  : 7الشكل
  : حيث أنSDSعلى 

A:لبومين مصل البقرأ  
B:α-أميليز  
C:ألبومين البيض  
F:الحزمة الثانية)G-200 (نسيج سليم  
G:الحزمة الثانية)G-200 (نسيج مصاب 

G  F A B  C  

BSA 

Egg albumin  

- amylaseα 
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  :ج الكلى السليميالمعزولين من نس GDH وGSالأنزيميدراسة بعض العوامل المؤثر على فعالية 

 أنزيم لنسيج الكلى السليم كمصدر لكل من        ) الثاني  الفصل الناتجة من عمود   ( الحزمة البروتينية الثانية   تم

  . ديهيدروجينيزتيتيز وكلوتاميثكلوتامين سن

  :ج الكلى السليمي جزئياً من نسنقى المGS أنزيمدراسة تأثير بعض العوامل على فعالية  .1

 ودرجـة   نظمم الهدروجيني للمحلول ال   والأسالتركيز   وزمن التفاعل و   الأنزيمتركيز  من خلال دراسة تأثير      

حددت الظـروف المثلـى     ،   NH4Cl وتركيز الـ    ATP وتركيز الـ    الأساسحرارة التفاعل وتركيز المادة     

  ).3(في الجدول  وكما هو موضحج الكلى السليمي المنقى جزئياً من نسGS أنزيملقياس فعالية 
  

  من نسيج الكلى السليمً  لقياس فعالية أنزيم كلوتامين سنثيتيز المنقى جزئياى الظروف المثل: 3جدولال

  
 37(درجة حرارة لكن تم اختيار °C 45) (هي  ) in vitro(درجة الحرارة المثلى لعمل الأنزيم في المختبر * 

C°(  لقياس فعالية الأنزيم في جميع التجارب اللاحقة.  
  

 باسـتخدام المحلـول     للأنزيم الأمثل الهدروجيني   والأس الأمثل التركيز   أن إلى الأدبيات أشارتحيث  

 لم، وكذلك يع)McCormik et al., 1982(على التوالي) 7.2(و) mM 100( هو ( Imidazol-HCl )المنظم 

 أعلـى  أن الأدبيـات  كما بينت ).Iqbal and Ottaway,1990) (7.0-7.4( هدروجيني امثل أسي  فالأنزيم

 GS لأنـزيم  درجة الحـرارة المثلـى   إن، كما )C˚) (Listrom et al., 1997 42( تظهر عند للأنزيمفعالية 

  ).C˚) (Shatters et al., 1993 50( بلغت Rhizobium Meliltiالمعزول من 

) Vmax( قيمة الـسرعة القـصوى   أنوجد ) Lineweaver-Burk plot( برك-ينويفرلاوباستخدام رسم 

)  U/ml 0.0818(ج الكلى السليم هـي ي المنقى جزئياً من نسGS لأنزيمللمادة الأساس ) Km(وثابت ميكيلس 

  ) .8(الشكل  وكما موضح في على التوالي(mM 11.97)و

 تم تحديـد قيمـة   GS أنزيم فعالية علىNH4Cl  والـATP تركيز كل من الـ تأثيرولغرض معرفة 

VmaxوKm  الـ لكل منATPوالـ  NH4Cl  0.0603( والتي بلغـت U/ml (و)1.64 mM (  علـى التـوالي 

  .))10(الشكل ( NH4Clللـعلى التوالي  )mM 0.419(و)U/ml 0.065( بينما بلغت،))9(الشكل(ATPللـ

تركيز 

  الأنزيم
(µg/ml) 

زمن 

  التفاعل
(min) 

لأس التركيز وا

  الهدروجيني

   للمحلول المنظم
(Imidazol-HCl) 

درجة 

  الحرارة
(C °)  

تركيز 

مادة 

  الأساس
(mM) 

تركيز 

  مادة 
ATP  
(mM)  

تركيز مادة 
NH4Cl  
(mM)  

60  15  (100 mM ) ,  
pH =7.2 37  *  15  4  1  
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   للمادة الأساسسرعة القصوىبرك لتوضيح ثابت ميكيلس وال-رسم لاينويفر :8 شكلال
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  ATPبرك لتوضيح ثابت ميكيلس والسرعة القصوى للـ- سم لاينويفرر :  9شكلال
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  NH4Clبرك لتوضيح ثابت ميكيلس والسرعة القصوى للـ- رسم لاينويفر :10 شكلال

  

  :يمج الكلى السلي جزئياً من نسنقى المGDH أنزيمدراسة تأثير بعض العوامل على فعالية . 2

من خلال دراسة تأثير تركيز الأنزيم وزمن التفاعل والتركيز والأس الهدروجيني للمحلول الـنظم ودرجـة                

 ـ       GDH أنزيملقياس فعالية   حددت الظروف المثلى    ،   +NADحرارة التفاعل وتركيز المادة الأساس وتركيز ال

  ).4( في الجدول وكما هو موضح ج الكلى السليميالمنقى جزئياً من نس

  

  من نسيج الكلى السليمةً  لقياس فعالية أنزيم كلوتاميت ديهيدروجينيز المنقى جزئياى الظروف المثل: 4جدوللا

   حرارة ةلكن تم اختيار درج°C 40) (هي  ) in vitro(درجة الحرارة المثلى لعمل الأنزيم في المختبر *

)37 C°  (لقياس فعالية الأنزيم في جميع التجارب اللاحقة.  

  

  تركيز الأنزيم
(µg/ml) 

زمن 

  التفاعل
(min) 

التركيز والأس 

  الهدروجيني

  للمحلول المنظم
(Tris - HCl) 

درجة 

  الحرارة
(C °)  

تركيز مادة 

  الأساس
(mM) 

تركيز 

  مادة
NAD+  
(mM)  

50  1.0  (100 mM ) , 
pH =8.8 37  *  50  4  

0 1 2 3 4 5 6
Concentration of Ammonium chloride (mM)
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) mM 100(هـو   (Tris - HCl)  للمحلـول المـنظم   الأمثـل  التركيز أن إلى الأدبيات أشارتحيث 

)Schlee et al., 1994( أنزيم ل عم، وكذلك ي GDH هدروجيني امثـل  أس في )8.8( )Vallorani et al., 

 C˚ 70-50) (Ramirez (إلى عالية تصل استقرارية حرارية  يكون ذوالأنزيم أن الأدبياتكما بينت ). 2002

et al., 1977(  والى حد)70 C˚( )Schlee et al., 1994(.   

 المنقى GDH لأنزيم Km و Vmax أنوجد ) Lineweaver-Burk plot( برك-لاينويفروباستخدام رسم 

 وكمـا موضـح فـي    علـى التـوالي   ) mM 29.5(و ) U/ml 0.6916(ج الكلى السليم هـي يجزئياً من نس

 ـلل Km و Vmax  تم تحديد قيمةGDH أنزيم فعالية على+NADالـ ولغرض معرفة تأثير تركيز ).11(الشكل

NAD+0.424( والتي بلغت U/ml (و)0.91 mM (الشكل على التوالي )12(.  
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  برك لتوضيح ثابت ميكيلس والسرعة القصوى للمادة الأساس-رسم لاينويفر : 11شكلال
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