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  دراسة كيموحياتية لإنزيم الكايتينيز وعلاقته بالثلاسيميا
 

  ذكرى علي علوش  براء رعد محمود                            

  قسم الكيمياء  
    كلية العلوم  
     جامعة الموصل

  
  )2011 / 11 / 21 ؛  تاريخ القبول  2011 / 6/ 29 تاريخ الاستلام (

  الملخص

 وجد ان المعدل الطبيعي اذ لإنزيم الكايتينيز وعلاقته بمرض الثلاسيميا، سريريةتضمن البحث دراسة        

 انخفاض معنوي في وجدو) U/ml 1.79 ± 0.10(لفعالية إنزيم الكايتينيز في مصل دم مجموعة السيطرة 

تتأثر  لا فعالية الإنزيم أنكما وجد .  مجموعة السيطرةعند مقارنته مع مجموعة المرضى لدى نزيم  الإفعالية

وبينت النتائج عدم تأثر فعالية   تزداد مع تقدم العمر لدى مجموعتي السيطرة والمرضى،في حينبالجنس 

واستئصال ) الكبيرة والمتوسطة(ثلاسيميا _ وشدة مرض البيتا  )ثلاسيميا _ ألفا او بيتا (الإنزيم بنوع المرض 

و ) GPT(لكلوتاميت بايروفيت ترانس امينيز  ايوجد ارتفاع معنوي في مستوى كل من إنزيمكما  .الطحال

بينما ) TIBC(والسعة الكلية لارتباط الحديد ) Fe(والحديد ) GOT(الكلوتاميت اوكزالواسيتيت ترانس امينيز 

ومن خلال . لدى مرضى الثلاسيميا مقارنة بمجموعة السيطرةوجد انخفاض معنوي في مستوى الهيموكلوبين 

ي، تبين ارتباط إنزيم الكايتينيز بعلاقة عكسية معنوية مع الحديد و بعلاقة طردية ايجاد معامل الارتباط الخط

لدى مجموعة السيطرة و بعلاقة طردية معنوية مع الهيموكلوبين لدى مجموعة ) GPT(معنوية مع إنزيم

 .المرضى

 أعلى ووجد نبروتينيتي حزمتين أظهرت طريقة عزل إنزيم الكايتينيز من الجسيمات الحالة  لبلازما الدم

) %75(بتشبع  مقارنة بطريقة عزل الإنزيم من محلول راسب كبريتات الامونيوم )Bالحزمة (فعالية لدى 

بتقنية الترشيح الهلامي ) Eالحزمة (لدى   فعاليةأعلىحزم بروتينية وكانت   ثلاثتلبلازما الدم اذ وجد

   الحزمتين البروتينيتين نأكما وجد  ).Sephadex G-75(باستخدام عمود الفصل الحاوي على 

) BوE (1000 ± 39180لهما وزن جزيئي)عدد أنووجد  على التوالي)  دالتون1000 ± 36307( و)  دالتون 

 ودرست .كبريتات الامونيوم مرات التنقية لإنزيم من الجسيمات الحالة  لبلازما الدم اكبر من محلول راسب 

) 35(ين المعزولتين فوجد ان لهما زمن تفاعل امثل عند الدقيقة الظروف المثلى لعمل إنزيم الكايتينيز للحزمت

والتركيز الامثل ) °55C(و ) °60C(ودرجة حرارة مثلى ) pH= 7(  عندالأمثلوالأس الهيدروجيني ) 30(و 
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 و  Vmax(2.08U/ml)وقيمة السرعة القصوى ) 10mg/ml(و ) mg/ml 12( الكايتين الغروي الأساسلمادة 

)2.00U/ml (منتن –مة ثابت ميكيلسوقي Km) 2.12mg/ml ( و)2.00mg/ml ( على التوالي وتم تقدير

تجاه نمو بعض البكتريا ) Eو B الحزمتين (الفعالية البايولوجية لإنزيم الكايتينيز المعزول من بلازما الدم 

) % 50(و) (Bللحزمة ) %100(  لإنزيم القابلية على تثبيط نموها بنسبةأنوالفطريات الممرضة ووجد 

  ). E(للحزمة 

  .إنزيم الكايتينيز، مرض الثلاسيميا، المتغيرات السريرية :الكلمات الدالة

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Biochemical Study of Chitinase and its Relation with 

Thalassemia 
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Department of Chemistry 
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ABSTRACT 

        The present research is a clinical  study of chitinase and its relation with thalassemia. It 
had been found that the normal range of chitinase activity in serum of healthy control (1.79 
± 0.10 U/ml), and it had been found that significant decrease of chitinase activity for 
patients group  when compared with  controls   group. It was also found that the activity was 
not affected by sex whereas an increase was found with aging in both patients and control 
groups. The result demonstrated that the chitinase activity was not affected by the type of 
thalassemia (α or β - thalassemia), distress of β- thalassemia (major and intermediate) and 
splenctomy. The results show a significant increase in (GPT), (GOT), (Fe) and (TIBC) 
while also showed a significant decrease in hemoglobin level of thalassemia patients 
compared with control. Correlation coefficient between chitinase activity and clinical 
variables of thalassemia patients studied showed a significal reversible relation between 
chitinase and (Fe) and irreversible relation between  chitinase and(GPT) in control. It also 
show a reversible relation between chitinase and  hemoglobin in patients.  
        The isolation method of chitinase from lysosome of plasma (protein peak B) showed 
two protein peaks by gel filtration technique, using column containing sephadex G-75. The 
activity  of a chitinase showed in(protein peak B).while the isolation  method of chitinase 
from ammonium sulphate solution (75%) saturation of plasma showed three  protein peaks 
by gel filtration technique, using same column. The activity of a chitinase showed in 
(protein peak E), a high number of purification showed in (protein peak B) compared with 
(protein peak E), it was found that the two peaks (B and E) had apparent molecular weight 
(39180 ± 1000 dalton) and (36307 ± 1000 dalton) respectively. The study of the optimum 
condition of chitinase activity in the two peaks show  an optimum reaction time at (35), (30) 
minute, optimum pH at (7), optimum temperature at (60°C), (55°C), optimum concentration 
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of substrate colloidal chitin (12 mg/ml), (10 mg/ml), Vmax (2.08 U/ml), (2.00 Uml) and Km 
(2.12 mg/ml) and (2.00 mg/ml) respectively.  
        Finally the biological activity had been improved for the isolated chitinase from plasma 
(for B and E peak) upon the growths of some bacteria and fungi pathogen, it had been found 
that the enzyme had the ability to inhibit its growth at ratio (100%) for peak (B) and (50%) 
for peak (E). 
 
 Keywords: chitinase, thalassemia , clinical variables. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة                                                   

  الاسم العلمي لإنزيم هوو ) EC 3.2.1.14( الكايتينيز من الإنزيمات المحللة م يعد إنزي     
[Poly-β- 1,4- (2-acetamido-2-deoxy)-D-glucoside glycanohydrolase]] (Nitsawang and 

Kanasawud, 2006) عمله في تحليل بوليمر الكايتين إلى عليه اسم الكايتينيز نسبة أطلق، وقد )Poly -N- 

acetyl -D- glucosamine( ،بين ذرة الكاربون ذات 4,1 الكلايكوسيدية بيتا الآصرة يعمل على كسر إذ 

 اسيتايل كلوكوز امين N-لكل وحدتين متعاقبتين من ) C4 (بعةأروذرة الكاربون ذات الرقم ) C1(الرقم واحد 

)GlcNAc ( في الكايتين)Xia et al.,2001.(  

 يوجد ضمن مدى واسع من الكائنات إذ في الطبيعة، الانتشارلإنزيمات الواسعة ا الكايتينيز من مإنزي      

وجد في بلازما الدم ومصل الدم وخلايا  يإذ في السوائل المختلفة لجسم، ه لوحظ وجودتالثديياففي . الحية

  كما ويوجد، (Paoletti et al., 2007)للإنسانالمعدية  والعصارة) Escott and Adams, 1995(الدم البيضاء 

 من البنكرياس والغشاء المخاطي المعوي ه والطيور، وكذلك تم استخلاصتللثديياالإنزيم في القناة الهضمية 

، أما في النباتات (Matsumiya et al., 2006)( التي تتغذى على الحشرات سماكالأ وللبرمائيات والزواحف 

 بواسطة أيضاوينتج الإنزيم ، ) Moore et al., 2004 ( النامية للنباتاتالأنسجة و في البذور هفلوحظ وجود

تلاف الكائنات تختلف الوظيفة الفسيولوجية للكايتينيز باخ .)Xia et al., 2001(البكتريا والعفن والفطريات 

لوحظ و). Jolivet , 2005(الحية، اذ يؤدي الإنزيم دورا مهما في التغذية والتكون التشكيلي والحماية والهجوم 

 مثل اضطرابات خزن الدهون واللاشمانيا ومرض كوشر الأمراض ببعض الإصابة نزيم عند الإارتفاع فعالية

نزيم  الإ ان هنالك علاقة بين فعالية)Barone et al., 2001(وقد بين ، )Malaguarnera, 2006(والملاريا 

  .ومرض الثلاسيميا وان هذه العلاقة تعتمد على نوع المرض وطبيعة البيئة التي ينشأ فيها المريض

 فقد ركز هدف البحث  في العراقالكايتينيز إنزيم نظراً لعدم وجود دراسة سابقة عن: الهدف من البحث      

والثاني محاولة تنقية   السريرية لإنزيم الكايتينيز لدى مرضى الثلاسيمياألأهميةدراسة الأول هو : على جزئين

  .من دم الإنسان ودراسة خواصه الحركيةلإنزيم ا
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 المواد وطرائق العمل

  :النماذج

نموذجاً أ) 34( نموذجاً للذكور وأ) 32( ضمنتتنموذج دم لأشخاص أصحاء ظاهرياً، أ) 66( جمع      

نموذج دم لأشخاص مصابين بمرض أ )87(، كما جمع )year  1-55( اوحت أعمارهم بين ترللإناث

وحدة _  التعليمي الأثيرالثلاسيميا، وقد شخصت حالة المرضى من قبل أطباء مختصين بالتعاون مع مستشفى 

 43-2 ( تراوحت أعمارهم بيننموذجاً للإناثأ) 45(نموذجاً للذكور وأ) 42( وتضم ، في الموصلالثلاسيميا

year(ودونت المعلومات الخاصة بالمرضى على استمارة استبيان خاصة لكل مريض أعدت لهذا الغرض ،.  

  .)EDTA( تحتوي على مانع تخثر أنابيبجمعت عينات الدم بوضعها في : تحضير عينات الدم

  .(Bacchus et al., 1980)ذكر الباحثون  ما  حضر حسب :مصل الدم

 سنة وبمساعدة مركز نقل الدم) 31(من متبرع ذكر سليم بعمر  بلازما الدم  على تم الحصول:بلازما الدم

 Schacterle) من قبلوالمحورة) (Lowry et al., 1951 لاوري  كمية البروتين بطريقةت وقدرالموصلب

and Pollack, 1973)فيه بطريقة  نزيمالإ  كما قدرت فعالية)Wang et al., 2006(.  

   :لمدروسةالمتغيرات السريرية ا

  ) Drabkin and Austin , 1935(استخدام طريقة الباحثين ب: تقدير الهيموكلوبين في الدم

وانزيم الكلوتاميت اوكزالواسيتيت ترانس ) GPT(الكلوتاميت بايروفيت ترانس امينيز  إنزيم ةتقدير فعالي

باستخدام عدة ) Reitman and Frankel , 1957 ( استخدمت طريقة الباحثين:في مصل الدم)  GOT(امينيز 

  .الفرنسية) Bio Merieux( من شركة  )Kit ( التحليل الجاهزة

تم استخدام طريقة الباحث  : في مصل الدم )TIBC(والسعة الكلية لارتباط الحديد ) Fe(تقدير الحديد 

)Williams et al., 1977.(   

الكايتينيز  إنزيم لتنقية) (Lundbland et al., 1974استخدمت طريقة : من الجسيمات الحالة نزيمل الإ عز

من ) 42ml(تم اخذ  ) Dahiya et al., 2005(باستخدام البنتونيت الذي يعمل على امتزاز الجسيمات الحالة 

  .                       من البنتونيت )g . 0 1 (إليها وأضيفبلازما الدم 

 إليه من بلازما الدم، وأضيف (42ml)خدم است: الأمونيوم ترسيب البروتين وفصله باستخدام كبريتات

                    (Robyt and White, 1987)     ذكر في ماحسب و(%75) كبريتات الأمونيوم بحالتها الصلبة وبتشبع 

 له عملية الفرز الغشائي  أجريتفي المحلول البروتيني الناتج ثم  لإنزيم وكمية البروتيناثم قدرت فعالية 

 وبعد الانتهاء من  (0.1M)في محلول بيكاربونات الأمونيوم (Plummer, 1978)طريقة الباحث اعتمادا على 

لإنزيم وكمية البروتين في المحلول الناتج اعملية الفرز تم حساب الحجم النهائي للمحلول الناتج وقدرت فعالية 

  . من الفرز الغشائي
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الكايتينيز وتقدير وزنه الجزيئي  إنزيم تقنية لعزلاستخدمت هذه ال: تقنية كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي

الذي يحتوي على مادة ) 1.6cm×100(، إذ أستخدم عمود الفصل ذو الأبعاد (Andrews, 1965)التقريبي

 3.0( بمعدل (40ml/hours)تم استرداد المواد البروتينية بمعدل جريان و (Sephadex G-75)الهلام من نوع 

min (عة المحتوى البروتيني من خلال قراءة شدة الامتصاص عند الطول لكل جزء، وتمت متاب

  باستخدام جهاز مطياف الأشعة فوق البنفسجية والمرئية، فضلاً عن ذلك تمت متابعة فعالية(280nm)الموجي

الكايتينيز في الأجزاء المفصولة، بعد ذلك جمعت الأجزاء البروتينية التي تمثل الحزمة الحاوية على  إنزيم

 لغرض الحصول (Lyophilizer) الحزم البروتينية باستخدام جهاز التجفيد ثم جففتالكايتينيز،  إنزيم ليةفعا

  .على هذه الحزم بشكل مركز

  تمت دراسة بعض العوامل :يز المنقى جزئياً من بلازما الدمالكايتين إنزيم العوامل المؤثرة على فعالية

لإنزيم وتركيز مادة ا تركيز: لإنزيم وتتضمن اف المثلى لعمللإنزيم لتحديد الظرواالمؤثرة على فعالية 

  .الأساس وزمن التفاعل والأس الهيدروجيني ودرجة حرارة التفاعل

اذ يعمل ) Wang et al., 2006(حسب طريقة  فعاليةالقدرت  :الكايتينيز في مصل الدم إنزيم تقدير فعالية

 كلوكوز أمين والتي تكون معقدا ملونا بعد تفاعلها مع كاشف  أسيتايلN–لإنزيم على تحليل مادة الكايتين الى ا

، والذي تقاس له الامتصاصية عند DNS (3,5-dinitrosalicylic acid( ثنائي نايترو حامض السليسليك 5,3-

  .لإنزيم في مللتر من مصل الدماوقدرت الفعالية على انها عدد وحدات ، )540nm(طول موجي قدره 

تم تقدير الفعالية البايولوجية  لإنزيم الكايتينيز المعزول  :ايولوجية لإنزيم الكايتينيز المعزولتقدير الفعالية الب

المحورة ) Wang et al., 2006(من الجسيمات الحالة ومن محلول راسب كبريتات الأمونيوم باستخدام طريقة 

كتيرية تم الحصول عليها من وسط غذائي، حيث استخدمت كائنات مجهرية فطرية وب) 3: (إنزيم)1(الى نسبة 

 المجهزة الأطباق إلى) Streptomycin) 0.1 g/L المضاد الحيوي إضافةقسم علوم الحياة، مع / كلية العلوم 

 مقارنة بنفس النسبة السابقة ولكن يستعاض أطباق، مع تجهيز )بالنسبة للفطر فقط(لاختبار الفعالية البايولوجية 

 .من الماء المقطر المعقمعن كمية الإنزيم بكمية مماثلة 

، وتـم  (Z- test) و (T-test) و (Anova) تم تحليل النتائج إحصائيا، إذ استخدم اختبار  :التحليل الإحـصائي 

والمتغيـرات   نـزيم  الإ لإيجاد العلاقـة بـين  (”Correlation coefficient”r)معامل الارتباط الخطي  إيجاد

   .السريرية لمجموعتي السيطرة والمرضى

  

 تائج والمناقشةالن

  :لكايتينيز في مصل دم مجموعة السيطرة والمعدل الطبيعي له اإنزيم فعالية : الأولالجزء   

 وكمـا  )U/ml 0.10 ± 1.79(نزيم في مصل دم مجموعة الـسيطرة   الإ      وجد أن المعدل الطبيعي لفعالية

في بلازما الدم، وقد يعـزى  ) Barone et al., 1998(وهو أعلى من المعدل الذي حدده ) 1(مبين في جدول 
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 والـشعوب   الأفـراد  اختلاف البيئة والتغذية بين      إلى بالإضافةلإنزيم،  اذلك الى اختلاف طريقة قياس فعالية       

)Barone et al., 2001( ،وجود ارتفاع معنوي عند مستوى الاحتمالية كما )P< 0.05 ( نـزيم   الإفي فعاليـة

ة العمرية الاولى والفئة العمرية الثانية، وكذلك وجود ارتفاع معنـوي عنـد             للفئة العمرية الثالثة مقارنة بالفئ    

 مما يدل على تـأثر فعاليـة   الأولىللفئة العمرية الثانية مقارنة بالفئة العمرية ) P< 0.05(مستوى الاحتمالية 

بأن ) Artieda et al ., 2003(لكايتينيز في مصل دم مجموعة السيطرة بالعمر وهذا يتفق مع ما ذكره  اإنزيم

 و لإنـزيم بـين الـذكور     ا فرق معنوي في فعالية      يوجد بينما لم   . الكايتينيز تزداد مع تقدم العمر     إنزيم فعالية

   .) 1(كما مبين في جدول    الإناث

  . فعالية إنزيم الكايتينيز في مجموعة السيطرة  والمرضى:1جدول ال
  

Patient group Control group Parameters  
  Sex  

1.23 ± 0.10**  1.68 ± 0.11  Female  
1.35 ± 0.11**  1.90 ± 0.17  Male 

  Age 

1.09 ± 0.10 *  1.46 ± 0.09 * 
First age stage  

)≤ 8 year( 

1.17 ± 0.09 *  1.74 ± 0.10 *  
Second age stage 

)9-13 year( 

1.61 ± 0.15 *  2.17 ± 0.12 *  
Third age stage  

)≥ 14 year( 

1.29 ± 0.11**  1.79 ± 0.10  Total mean 
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        * Significant at (P< 0.05) .               ** Significant at ( P<0.001)  
ادة الناتجة                        ) : U(الوحدة الانزيمية    ى الم ادة الاساس ال ايكرومول واحد من م ل م ى تحوي يتايل  -N(آمية الانزيم التي تعمل عل اس

 . في الدقيقة الواحدة ) آلوآوز امين

 تم تقدير فعالية إنزيم الكـايتينيز فـي مـصل دم            :   فعالية إنزيم الكايتينيز في مصل دم مجموعة المرضى       

  ين بمرض الثلاسيميا، ووجد أن معدل فعالية إنزيم الكايتينيز في مصل دم مجموعةأشخاص مصاب

 ، وبينت النتائج وجود ارتفاع تدريجي فـي فعاليـة  )1( كما مبين في جدول )U/ml 0.11 ± 1.29( المرضى

الثة مقارنة للفئة العمرية الث) P< 0.05(مع تقدم العمر، اذ وجد ارتفاع معنوي عند مستوى الاحتمالية  نزيمالإ

عدم وجود فرق  ، كما لوحظ)Arteida et al., 2003(مع الفئة العمرية الاولى والثانية وهذا يتفق مع ما وجده 

فعالية الإنزيم في مصل دم مجموعة المرضـى         وعند مقارنة . والإناث معنوي في فعالية الإنزيم بين الذكور     
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فـي  ) p<0.001(ض معنوي عند مستوى الاحتمالية       في مصل دم مجموعة السيطرة تبين وجود أنخفا        تهبفعالي

  .)1( كما مبين في جدول .فعالية الإنزيم لدى مجموعة المرضى حسب المعدل الكلي والعمر والجنس

بينت النتائج الموضحة في الجدول      :الكايتينيز في مجموعة المرضى    إنزيم تأثير عدد من العوامل على فعالية     

 –البيتـا  ( ثلاسـيميا   –وشدة مرض البيتا    )  ثلاسيميا –الفا او بيتا    (نوع المرض   عدم تأثر فعالية الإنزيم ب    ) 2(

   .واستئصال الطحال)  ثلاسيميا المتوسطة–ثلاسيميا الكبيرة والبيتا 

  

  . العوامل المؤثرة على فعالية إنزيم الكايتينيز في مجموعة المرضى:2جدول ال

  
Type of thalassemia   Chitinase activity U/ml   Mean ± S.E  

Alpha- thalassemia                          1.41 ± 0.17 

Beta- thalassemia 1.17±  0.07 

major β- thalassemia  1.24 ± 0.07  

intermediate β- thalassemia 1.11 ± 0.08  

splenctomy 1.37 ± 0.15 

non splenctomy  1.21 ± 0.07 

    

تم في هذه الدراسة قياس عدد من المتغيرات   :مجموعة المرضى مقارنة بالسيطرةالمتغيرات السريرية لدى 

  وجدإذ  .)3(موضح في الجدول  السيطرة وكما الحيوية التي تتأثر بمرض الثلاسيميا ومقارنتها مع مجموعة 

نة مرضى مقارالفي مستوى الهيموكلوبين لدى ) P< 0.001 (الاحتمالية معنوي عند مستوى انخفاض هناك

من أنخفاض مستوى الهيموكلوبين ) Hughes–Jones et al., 2004(وهذا يتفق مع ما بينه بمجموعة السيطرة 

وبالتالي ، لدى مرضى الثلاسيميا، وقد يعزى السبب في ذلك الى الانحلال السريع لكريات الدم الحمراء

في ) P< 0.001(توى الاحتمالية ارتفاع معنوي عند مس وجد كما .نقصان كمية الهيموكلوبين المجهزة للجسم

، و ) Virgillis et al., 1981( لدى مرضى الثلاسيميا وهذا يتفق مع ما وجده )GOT( و)GPT(فعالية أنزيم 

. قد يعزى ذلك الى تضرر خلايا الكبد نتيجة لترسب الحديد فيها والذي يزداد نتيجة لعمليات نقل الدم المتكررة

 لدى مرضى )TIBC( وفي مستوى الحديد) P< 0.001(حتمالية وجد ارتفاع معنوي عند مستوى الا

، )Hughes – Jones et al., 2004(وهذا يتفق مع ما وجده مجموعة السيطرة الثلاسيميا مقارنة بمستواه لدى 

 لإجراءوكذلك الحاجة المستمرة والمتزايدة ، وقد يعود سبب ذلك الى الانحلال السريع لكريات الدم الحمراء

     .قل الدم لمرضى الثلاسيمياعمليات ن
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  . المتغيرات السريرية المقاسة لدى مجموعتي السيطرة والمرضى:  3  الجدول  

Parameters  Control group  mean ± S.E mean ± S.E  Patient group 

Hb 11.51± 0.12 g/100ml 8.6±0.19 * g/100ml 
GPT 28.96±1.33 U/ml 70.43 ± 4.43* U/ml 
GOT 46.25 ± 1.99  U/ml 90.84 ± 3.64* U/ml 

Fe 112.39 ±4.13µg/100ml 215.04 ± 8.09* µg/ 100ml 
TIBC 268.17 ± 6.54µg/100ml 322.54 ± 12.84* µg / 100ml 

    * significant at (P< 0.001) 
  

 :الكايتينيز وعدد من المتغيرات السريرية لدى مجموعتي المرضى والسيطرة إنزيم العلاقة بين فعالية

وعدد من المتغيرات لدى مجموعة المرضى ومجموعة الـسيطرة تـم            نزيمالإ  العلاقة بين فعالية   لإيجاد

  .)4( وكما موضح في الجدول )"Correlation coefficient "r( معامل الارتباط الخطي إيجاد

بين مستوى الحديد في مصل دم مجموعـة        ) P<0.01(معنوية عند مستوى الاحتمالية      علاقة عكسية    ت وجد

نزيم، وقد يعزى سبب ذلك الى أن ارتفاع مستوى الحديد في مصل الدم قد يـؤدي الـى                   الإ السيطرة وفعالية 

لإنزيم الكـايتينيز،   الكايتينيز لاحتمالية تأثيره على الخلايا الملتهمة وبالتالي تقليل انتاجها           إنزيم انخفاض فعالية 

كما يظهر وجود علاقة طرديـة معنويـة عنـد مـستوى     ). Artieda et al., 2003(وهذا يتفق مع ما ذكره 

 سبب  يعزىالكايتينيز في مجموعة السيطرة وقد       إنزيم وفعالية) GPT( إنزيم بين فعالية ) P<0.05 (الاحتمالية

 Artieda et( بناء الأنسجة المتضررة ومنها الكبد إعادةالكايتينيز في عملية  إنزيم  مساهمةاحتمالية إلىذلك 

al. , 2003.(  ووجود علاقة طردية معنوية عند مستوى الاحتمالية)P<0.05 (    بـين مـستوى الهيموكلـوبين

  ما بينته النتائج من وجود انخفـاض فـي فعاليـة           إلىنزيم في مجموعة المرضى، وقد يعزى ذلك         الإ وفعالية

  .وكلوبين لدى مجموعة المرضى المصابين بالثلاسيمياومستوى الهيم نزيمالإ
  

   الخطي بين فعالية إنزيم الكايتينيز وبعض المتغيرات السريرية في مصل دم الارتباط معامل :4 الجدول 

  .مجموعتي السيطرة والمرضى
Parameters Control group 

correlation person 
Patient group 

 correlation person 
Chitinase 000. 1  000. 1 

Hb . 069 0 191*  0. 
GPT 963  0. 0.039-  
GOT  0. 105- 0.112  

Fe 322** 0.      0.181 
TIBC 181 . 0 - 0.034- 

            * significant at (P< 0.05)                   ** significant at (P< 0.01)  
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عند عزل  ،)AوB (ن ان بروتينيتا حزمتت وجد  :بلازما الدمعزل وتنقية إنزيم الكايتينيز من : الجزء الثاني

 بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام عمود الفصل  باستخدام البنتونيت لبلازما الدمالإنزيم من الجسيمات الحالة

تمتلك فعالية )  B(وتبين أن الحزمة البروتينية ) 1(وكما مبين في الشكل ) Sephadex G-75(الحاوي على 

وخلاصة نتائج مراحل . وعليه عدت الحزمة البروتينية الرئيسية والممثلة لإنزيم في الدراسات اللاحقة ،ملإنزي

  ).5(نزيم من محلول الجسيمات الحالة لبلازما الدم مدرجة في الجدولالإتنقية 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

الحالة لبلازما الدم بتقنية المظهر الجانبي لروغان إنزيم الكايتينيز المنقى جزئيا من  الجسيمات :    1 الشكل

والحاوي على مادة الهلام ) cm 1.6 ×100(الترشيح الهلامي باستخدام عمود الفصل ذي الابعاد 

)Sephadex G-75 ( على ارتفاع)95cm( حيث ان ،)A و B (الحزم البروتينية.  

  

  .ة لبلازما الدمخلاصة نتائج مراحل تنقية إنزيم الكايتينيز من محلول الجسيمات الحال: 5  الجدول

  مراحل التنقية
البروتين 

  mgالكلي 

الفعالية 

 Uالكلية 

الفعالية 

النوعية 
U/mg 

  %الاستعادة 
عدد مرات 

  التنقية

  1.00  100  0.05  151.1  3234  بلازما الدم

 6 .4  18.5 0.23 28.0  118  عزل الجسيمات الحالة

  الترشيح

  الهلامي

الحزمة 

  )B(الثانية 
5.00  13.0  2.61  8.6  52.00  

ادة الناتجة                        ) : U(الوحدة الانزيمية    ى الم ادة الاساس ال ايكرومول واحد من م ل م ى تحوي يتايل  -N(آمية الانزيم التي تعمل عل اس
 . في الدقيقة الواحدة ) آلوآوز امين
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لبلازما الدم  ) 75(% ثلاث حزم بروتينية لمحلول راسب كبريتات الامونيوم بتشبع تفي حين وجد     

ومن خلال متابعة فعالية الإنزيم ). 2(لترشيح الهلامي باستخدام نفس عمود الفصل، كما في الشكل بتقنية ا

تمتلك فعالية  إنزيم الكايتينيز وعليه عدت الحزمة الفعالة الرئيسية والممثلة ) E( الحزمة البروتينية أنوجد 

تينيز من محلول راسب كبريتات وخلاصة نتائج مراحل تنقية إنزيم الكاي. لإنزيم في الدراسات اللاحقة

  .)6(الامونيوم لبلازما الدم مدرجة في الجدول 

  
الكايتينيز المنقى جزئيا من محلول راسب كبريتات الامونيوم  إنزيم المظهر الجانبي لروغان   2:الشكل 

 cm 1.6(الفصل ذي الابعاد لبلازما الدم بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام عمود ) 75%بتشبع (

 و C(، حيث ان )cm 95(على ارتفاع ) Sephadex G-75(والحاوي على مادة الهلام ) 100× 

D و E  (الحزم البروتينية.   

  

) 75(%الكايتينيز من محلول راسب كبريتات الامونيوم بتشبع  إنزيم  خلاصة نتائج مراحل تنقية:6الجدول 

  .لبلازما الدم

  مراحل التنقية
لبروتين ا

 mgالكلي 

الفعالية 

  Uالكلية 

الفعالية 

 U/mgالنوعية 

الاستعادة 

%  

عدد مرات 

  التنقية

  1.00  100  0.05  151.1 3234.0  بلازما الدم

الترسيب بكبريتات 

  %)75( الامونيوم بتشبع 
620.20  60.0  0.096  39.70  1.92  

  2.01 38.50 0.10  58.30  580.00  الفرز الغشائي

الترشيح 

  الهلامي

الحزمة الثالثة 

)E(  
25.70  42.20  1.64  27.90  32.80  
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تم إمرار عـدد مـن المركبـات         : لإنزيم الكايتينيز بتقنية الترشيح الهلامي     التقريبيتقدير الوزن الجزيئي    

  لغرض تعيين خواص العمـود  دالتون ) (204-2000000المعلومة الوزن الجزيئي التي تتراوح أوزانها بين 

 وعند رسم حجم الروغان  لكل مادة مقابل لوغاريتم وزنها الجزيئـي،  تبـين                )7(ول  وكما موضح في الجد   

  .)3( وكما مبين في الشكل ظهور خط مستقيم حدد من خلاله الوزن الجزيئي التقريبي لإنزيم

   

  العلاقة بين الوزن الجزيئي وحجم روغان المواد المستخدمة في تقدير الوزن الجزيئي التقريبي:7الجدول 

  .بتقنية الترشيح الهلامي

  

  

) Eالحزمة (و )  دالتونB) (1000 ± 39810الحزمة ( الوزن الجزيئي التقريبي لإنزيم الكايتينيز أنوجد  إذ 

) Renkema et al., 1997 ; (Renkema et al. , 1995(وهذا يتفق مع ما وجده )  دالتون36307 ± 1000(

 39000( جسم الانسان هو أنسجةبأن الوزن الجزيئي  لإنزيم الكايتينيز المعزول من طحال مرضى كوشر 

  .)دالتون

  

  

  

  

  

  

  )ml(حجم الروغان   )دالتون(الوزن الجزيئي   المادة

 Blue dextran 2000000 56.9 الدكستران الازرق    

 BSA  67000  128  بومين مصل البقر     ال

 α-Amylase 58000  150  اميليز     –انزيم الفا 

  Egg albumin  45000 171البومين البيض        

 Pepsin           36000 189  انزيم الببسين     

 Tryptophan  204 222.2     التربتوفان        

  B(  39810  187.8(الحزمة البروتينية          

  E(  36307  193.1(   الحزمة البروتينية       
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Fig. 2: The standard  curve for the M . wt by using gel filtration                       

 

  

   المنحنى القياسي لتعيين الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي:3الشكل 

ان الظروف المثلى التي تم التوصل اليها من  : دراسة بعض العوامل المؤثرة على فعالية إنزيم الكايتينيز 

ومن محلول ) Bالحزمة (ية إنزيم الكايتينيز المنقى جزئيا من الجسيمات الحالة خلال هذه الدراسة لقياس فعال

  ) .8(و الجدول ) 4(موضحة في الشكل ) Eالحزمة (راسب كبريتات الامونيوم 
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  )Eالحزمة (                                           )Bالحزمة (         
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  ). Eو B الحزمتين(   الظروف المثلى لقياس فعالية إنزيم الكايتينيز المنقى جزئيا :4     الشكل

µg/ml µg/ml 

)ºC( )ºC( 
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  ومن ) Bالحزمة (ن الجسيمات الحالة  الظروف المثلى لقياس فعالية إنزيم الكايتينيز المنقى جزئيا م:8جدول ال

  .)Eالحزمة (محلول راسب كبريتات الامونيوم 

    

 إنزيم 

  الكايتينيز

تركيز الإنزيم 
µg/ml 

زمن التفاعل 
min 
 

    pH 
المحلول 

  المنظم

درجة 

 °Cالحرارة 

تركيز المادة 

 mg/mlالاساس 

  B 8  35  7  60  12الحزمة 

  E  8  30  7  55  10الحزمة 

  

وجد ان )  5(كما موضح في الشكل )  Lineweaver – Burk plot( برك –رسم لاينويفر وباستخدام 

تساوي ) Bالحزمة (لإنزيم الكايتينيز المنقى جزئيا من الجسيمات الحالة )  Vmax(قيمة السرعة القصوى 

)2.08 U/ml ( منتن –وقيمة ثابت ميكيلس )Km ( تساوي)2.12mg/ml( وقيمة ،)Vmax (قى ل لإنزيم المن

 2.00(يساوي ) Km(وقيمة ) U/ml 2.00(تساوي ) Eالحزمة (جزئيا من محلول راسب كبريتات الامونيوم 

mg/ml(،  وهذا يتفق مع ما وجده)Dahiya et al., 2005 .(  
  

  )  Eالحزمة )                                                    (Bالحزمة (             
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  منتن والسرعة القصوى لانزيم الكايتينيز – برك لتوضيح قيمة ثابت ميكيلس – رسم لاينويفر :  5كل الش

  . )Eو B الحزمتين( المنقى جزئيا 

1/ [colloidal chitin ] mg/ml  1/ [colloidal chitin ] mg/ml  



  ..............دراسة كيموحياتية لإنزيم الكايتينيز وعلاقته
 

125

 المجهرية في الأحياءيتضح من خلال المقارنة بين نمو : الفعالية البايولوجية لإنزيم الكايتينيز المعزول

ونموها في الوسط الغذائي الخالي ) E و Bالحزمتين (ايتينيز المعزول الك إنزيم الوسط الغذائي الحاوي على

 من الفطر القابلية على تثبيط نمو كلٍ)  B ألبروتينيالمركب (الكايتينيز، ان للحزمة البروتينية  إنزيم من

النمو القابلية على تثبيط ) E ألبروتينيالمركب ( للحزمة البروتينية أن، في حين )100(%والبكتريا بنسبة 

 ,.Wang et al(ذكره  على التوالي وهذا يتفق مع ما) 5(و ) 4(وكما موضح في الشكلين ) 50(%بنسبة 

2006.(  

  

  

  

  

  

  

  

  
                              

  على نمو الفطر) E وB( البروتينيتين المركبان  تأثير :4الشكل 

  )B(المركب البروتيني  -3)  E(تيني  البروالمركب -2طبق المقارنة  -                       1
  

  

  

  

  

  

           

  

  
              

                    

  على نمو البكتريا) E وB( تأثير الحزمتين البروتينيتين :5الشكل 

  )B(المركب البروتيني  -3)  E(المركب البروتيني  -2 طبق المقارنة  - 1

S        = Staphylococcus aureus         K. = Klebsiella spp      E = Escherichia coli    
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