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 الملخص

 في مصل ونسيج النساء المصابات لقاعدي والحامضيا RNase كليزنزيم الرايبونيوأفعالية تم قياس      

بوصفها  الرحم جدارصل ونسيج نساء تعرضن لعملية قشط ورام الرحم الحميدة والخبيثة مقارنة مع مأب

صابات لماالنساء والحامضي لدى  القاعدي نزيم الأ في فعاليةةمعنويزيادة لوحظ وجود  .مجموعة سيطرة

                                                                         .ة الرحم مقارنة مع مجموعة السيطربأورام

 وأشارت النتائج ، سليمةلإمرأة القاعدي من  مصل الدم RNaseنزيم  أتضمن البحث أيضا عزل وتنقية

ب البروتيني بعد الترسيب بكبريتات الامونيوم المشبعة وجود زيادة في الفعالية النوعية للأنزيم في الراسالى 

تم تقدير الوزن الجزيئي .  بروتينيتينللأنزيم حزمتينح الهلامي ظهر  تقنية الترشي الترشيح باستخداموبعد

 .                                                 دالتون) 28774±1000(بلغ إذ التقريبي للأنزيم 

ن الظروف المثلى أ القاعدي وتبين RNaseنزيم أعلى فعالية  تأثير بعض العوامل  دراسة      وتم ايضا

ودرجة ) pH=8.2(دقيقة عند ) 15(نزيم وبزمن تفاعل مل من الأ/مايكروغرام) 50(للأنزيم كانت عند تركيز 

برك  -ويفراستخدام رسم لاينب ولتر/ملي مول) 0.125(تركيز مادة الاساس عندما يكون  ،)C˚37(حرارة 

على فعالية الأنزيم وجد أن مدة التخزين تأثير وعند دراسة . ملي مول) 0.06(وجد أن قيمة ثابت مكيلس هي 

  .الفعالية تبدأ بالانخفاض بعد شهرين من التحضير
                                                  

  .   سيج ن،نزيم الرايبونيوكليزأ ،ورام الرحمأ :  الكلمات الدالة

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
         The activity of alkaline and acidic ribonuclease (RNase) was measured in serum and 
tissues of women with benign and malignant uterine tumors, compared to women with a 
curettage as a control group. The results indicated that there is a significant increase in 
alkaline and acidic RNase activity in sera and tissues of patients with uterine tumors when 
compared with the control group.   
         The research also, includes the isolation and purification of the alkaline RNase from 
the sera of normal women. It has been found that the specific activity of enzyme in 
proteinous precipitate, after dialysis and gel filtration, was increased and the enzyme shows 
two peaks. In addition, it has been found that the enzyme has approximate molecular weight 
of (28774±1000) dalton. 
         The results also showed that the optimum conditions of the RNase enzyme are: (50) 
µg/ml of enzyme concentration with reaction (15) minutes at (pH= 8.2) and at (37˚C), while 
the substrate concentration was about (0.125) mmol/L. When the Lineweaver-Burk plot was 
used, the value of Michaelis-Mentens constants (Km) is (0.06 mmol). When the duration of 
storage was studied, the activity of the enzyme is not affected during two months, after that 
the activity was decreased gradually. 
   

 Keywords: Uterine tumors, ribonuclease, tissue.       
  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 المقدمة

وتنقـسم بـدون    ) عدائيـة ( تصبح فيها خلايا الجسم خلايا غير طبيعيـة           مرض هو Cancerالسرطان       

هذه بمهاجمة الأنسجة القريبة أو المجاورة لها أو قد تنتـشر             وتقوم الخلايا السرطانية   ومن دون ضابط  ،تحكم

  . (Sue and Clayton, 2004)إلى أجزاء أخرى من الجسم عن طريق الأوعية الدموية أو اللمفية 

د نسبة حدوثه عنـد النـساء       على الاغلب وتزدا  ) 65 –40(يحدث سرطان الرحم عند النساء بين سني        

ن التـشخيص   ألا  إ ،سبب غيـر معـروف    لو اللاتي يعانين من انقطاع متأخر في الحيض         أتي لم ينجبن    اللا

ستئـصال الكامـل    السرطان عن طريـق الإ    النوع من    يعالج هذا    .ساسيانأمران مهمان و  أوالعلاج المبكرين   

  لـى مـا وراء الـرحم       إامتـد الـسرطان     ذا مـا    إ معالجة كيميائيـة وهرمونيـة        ذلك للرحم وقد يصاحب  

)Bagga and Keepanasseril, 2010.(  قد يكون سرطان الرحم عبارة عن أورام ليفية حميـدة أو أورام 
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   الـسرطانات مـن حيـث الانتـشار بـين النـساء            مـن بـين   المرتبة الثانية   سرطان الرحم   يحتل  . خبيثة

)Berek and Hacker, 2010(.  

الحـامض النـووي    واصرأنزيمات التي تعمل على كسر حد الإأهو  RNase وكليزنزيم الرايبونيأن إ       

الرايبونيوكليز بروتين صغير وزنـه الجزيئـي   و ).Raines, 1998( الأوليةلى الوحدات إ RNAالرايبوزي 

واصر ثنائية  أربعة  أميني و أ حامض   124 دالتون مكون من سلسلة ببتيدية متعددة منفردة تحتوي على           13700

نزيم الأ صنف هذا .نزيمفي استقرارية الأمهما  اًدورهذه الأواصر تلعب ،  Four disulfide bonds ريت الكب

همـا   لـه،    )pH Optimum( نوعين اعتمادا على الدالة الحامـضية المثاليـة          علىنه  أفي مصل الدم ووجد     

برهنـت  . )pH=8.5)(Arnold et al., 2006(والرايبونيوكليز القاعدي ) pH=6.5(الرايبونيوكليز الحامضي 

العديـد مـن الامـراض      ب  عند الاصابة   في مصل الدم   RNaseالدراسات العديدة على وجود زيادة في فعالية        

 Arnold (مراض البنكرياس وسرطان الدمأ ،)Lorenzo and Alessio, 2008(مراض السرطانية خاصة الأو

and Ulbrich-Hofmann, 2006 ; Mckenna et al., 2007 .(ن التغيير في فعالية أد ويعتقRNase  وسـيلة 

ورام الحميـدة   بين الأ  للتمييزعلامة دالة للأورام    نزيم  الأهذا   فقد استخدم    ما ك ،مراضلتشخيص هذه الأ  فعالة  

   ).(Dali et al., 2011والخبيثة

نسجة النساء المـصابات بـأورام الـرحم        أ في مصل دم و    RNase قياس فعالية    الى الدراسة   هذههدف  ت     

مجموعـة  بوصفها  لحميدة والخبيثة ومقارنتها مع مجموعة النساء اللاتي تعرضن لعملية قشط لجدار الرحم             ا

نزيم من مصل دم  النـساء       وكذلك محاولة عزل الأ   .  لتشخيص سرطان الرحم    ودليلاً اً مؤشر لجعلها  سيطرة  

  .عملهي و تثبيت الظروف المثلى ل الجزيئي التقريبهالاصحاء باستخدام التقنيات الحياتية المتوفرة وتحديد وزن

  المواد وطرائق العمل

) 5( عينـات دم و   ) 8(عينة نسيج لنساء مصابات بأورام الرحم الحميدة و        )11(عينة دم و    ) 15 (ت     جمع

عينـات نـسيج لنـساء      ) 8(عينة دم و   )15( عينات نسيج لنساء مصابات بأورام الرحم الخبيثة وقورنت مع        

سـنة،  ) 65-22( بـين     النـساء   تراوحت اعمار  .مجموعة سيطرة بوصفها   الرحم   خضعن لعملية قشط لجدار   

كانت المريضات ممن يراجعن مستشفى الخنساء التعليمي ومستشفى البتول التعليمي وتحت اشراف طبيبات             و

  .في مدينة الموصلأخصائيات في الأمراض النسائية 

 بأورام الرحم الحميدة والخبيثة ولمجموعـة       مل من نموذج الدم لعينات المريضات المصابات      ) 5(    سحب  

نزيم الرايبونيـوكليز القاعـدي     أ قدرت فعالية    .السيطرة وعوملت بالطرق المعروفة للحصول على مصل الدم       

  ).Bardon and Shugar, 1980(ساس أ كمادة RNAوالحامضي بالطرق الطيفية وباستخدام 
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  : والنسيج ل الدم القاعدي  في مص RNase نزيم أتقدير فعالية . 1
Estimation of alkaline RNase activity in serum and tissue 

جـراء التحـويرات   إبعد  دير فعالية انزيم الرايبونيوكليزلتق )Bardon et al., 1983(استخدمت طريقة 

  :الاتية

 . مل(1) حجمه  Davisمنظم محلول ستخدم أ -1

 .مل المستخدم في الطريقة الاصلية) 0.2(بدلا من  مل (1.1) حجمهحجم مزيج التفاعل الكلي ستخدم أ -2

  :العمل طريقة 2. 

  :منمكون ) مل 1.1 (ستخدم مزيج تفاعل حجمهأ  -

  .)النسيج مستخلص أو الدم مصل (من) مل 0.05 (و الاساس مادة محلول من) مل 1.05 (1.  

 برد التحضين فترة انتهاء عدوب ،)م ْ 37( حرارةدرجةعند ) دقيقة 15 (لمدة مائي حمام في المزيج حضن .2

  ).م ْ 0 ( حرارةدرجة الى المزيج

 وتـرك ) 2الخطوة ( المحلول الى اضيف والذي%)  70(الإيثانول  في HCl (1 M)   من) مل 1.1 (اخذ .3

  .الغرفة حرارة درجةعند ) دقيقة 30( لمدة

  ).دقائق 10 (لمدة)  x g2000 (عند لمزيجأجريت عملية الطرد المركزي ل .4

      مـوجي  طـول  عنـد  يةالامتصاص توقيس المقطر، بالماء) 1:5 (بنسبة وخفف الراشح من) مل 1 (خذ أ .5

)nm 260.(  

  : ملاحظة

إلا أن المصل أو مستخلص النسيج أضيف بعد         النموذج  محلول معاملة بنفس القياس محلول  معاملة تم

  ، ثم حسبت فعالية الأنزيم اعتماداًنولايثا %)70( في المذاب الهيدروكلوريك حامض ) M1( محلول إضافة

  :على المعادلة التالية
RNase activity (U/L) = ∆A / t × Vt / Vs × dilution factor × 1000 / Vs  

= ∆A 260عند (  محلول القياس يةمتصاصإ – محلول النموذج يةمتصاصإ nm .(   

Vt  = الحجم الكلي.  

Vs  = حجم النموذج.  

 t  = قيقةد(زمن التحضين.(  

رير مايكروغرام واحد من مادة الاسـاس       تحنزيم التي تعمل على      كمية الأ  نهاأعلى   Uنزيم  وحدة الأ وتعرف  

  .في الدقيقة الواحدة
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                 الحامضي في مصل الدم والنسيجRNaseنزيم أتقدير فعالية . 3
Estimation of acidic RNase activity in serum and tissue                                                      
    

 الحامضي فـي مـصل الـدم        RNase في تقدير فعالية     الفقرة السابقة  الطريقة الموضحة في     أستخدمت

ساس في  بت المادة الأ  يذأ و pH = 6.5ت عند   فاستخدم محلول الفوس  أ إذ ،المحلول المنظم  ريوالنسيج ماعدا تغي  

  .ةسابقالالمعادلة بأستخدام نزيم الية الأ فعتبم حسثهذا المحلول و

 3متزوجة ولديها    ، سنة 40من مصل أنثى سليمة تبلغ من العمر         المأخوذ   تمت التنقية الجزئية للأنزيم           

 وتركيز البروتين  RNaseقدرت فعالية إنزيم ثم  ، من مصرف الدم المركزي في الموصل وبمساعدة،أطفال

  : كما يأتيفيه وأجريت خطوات التنقية 

 Protein salting out by ammonium sulfate :)الإزاحة الملحية(كبريتات الأمونيوم أستخدام الترسيب ب .1

   

 ـ لترسـيب ا   )%(75مونيـوم وبدرجـة تـشبع       لأستخدمت كبريتـات ا   أ روتين بالإزاحـة الملحيـة             لب

)(Robyt and White, 1987 مـل مـن المـصل    60 حالتها الصلبة إلى مونيوم ب كبريتات الأأضيفت، اذ ،

 عنـد درجـة       دقيقة  120 لمدة   مغناطيسيوكانت الإضافة بصورة تدريجية مع التحريك المستمر بالمحرك ال        

  . في الثلاجة ليتم ترسيب البروتينات ساعة 24م، ومن ثم ترك المحلول مدة ْ 4 حرارة 

  :Dialysis)  الديلزة(الفرز الغشائي 2.  

وبعـد   للتخلص من كبريتات الامونيوم باستخدام غشاء نصف ناضـح،            الغشائي للمحلول   أجري الفرز 

) NH4HCO3(نزيم في كيس الديلزة وغلقهِ بإحكام، غمر في محلول بيكاربونات الامونيـوم             وضع محلول الأ  

وأجريت عملية الفرز الغشائي مع التحريك بـالمحرك المغناطيـسي،    )Plummer, 1978 ((0.1M) بتركيز

  .ولىاربونات مرتين خلال الأربع ساعات الأمع استبدال محلول البيك ساعة 24 مدةالعملية ستمرت وا

  :Gel filteration الترشيح الهلامي. 3 

  تم تجزئة البروتين الكلي باستخدام كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي باستخدام عمود الفصل ذو الابعـاد             

ستعمل المـاء المقطـر   أ و) سم85(ارتفاع وب) Sephadex G-75(هلام نوع العلى والحاوي )  سم100×1.8(

مـن   و)nm280 (  الطول الموجي المحتوى البروتيني لكل جزء عندقدرجزاء  وبعد جمع الأكمحلول روغان

  .نزيم فعالية الأثم قيست

  :Freeze drying  (Lyophilization)دالتجفيد بواسطة التجمي. 4

المستخدمة    والمحورة Folin - Lowry method لاوري -ريقة فولنكمية البروتين باستخدام ط  قدرت

  . (Schacterle and Pollack, 1973) الباحثينمن قبل
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                                                                   :التحليل الإحصائي

 ـوالخ) Mean(عدل   الم باستخدام قيم المتغيرات السريرية     ووصفت النتائج إحصائياً،    حللت أ القياسـي   ط

)Standard error (ستخدم اختبار او)test -T (   للمقارنة بين مجموعتي السيطرة والمرضى عنـد مـستوى

  ).P≤ 0.05 (الاحتمالية

  المناقشة  و النتائج

في مصل دم النساء المـصابات بـأورام الـرحم          والحامضي  نزيم الرايبونيوكليز القاعدي    أ فعالية   قدرت

 .لخبيثة مقارنة مع مصل دم النساء اللاتي تعرضن  لعملية قشط لجدار الرحم كمجموعـة سـيطرة                الحميدة وا 

نزيم القاعدي لمصل دم المصابات بأورام الـرحم        لى عدم وجود فرق معنوي في فعالية الأ       إ )1 (يشير الجدول 

ابات بـأورام الـرحم     نزيم في مصل دم المص    ما عند مقارنة فعالية الأ    أ .الحميدة مقارنة مع مجموعة السيطرة    

 وبنسبة زيـادة تقـدر    ) P≤0.05(الخبيثة مع مجموعة السيطرة لوحظ وجود فرق معنوي عند نسبة احتمالية            

نزيم القاعدي لمصل دم المصابات بأورام الـرحم الخبيثـة           وجد فرق معنوي في فعالية الأ      كما،  %)104(بـ

 وبما يعادل زيادة قـدرها      هنفس توى الاحتمالية مصل دم المصابات بالورم الحميد عند مس      فعاليته ل مقارنة مع   

)53.(%  

مجموعة النساء المصابات بأورام الـرحم الحميـدة        لنزيم الحامضي   فعالية الأ لوحظ ارتفاع معنوي في     

فعالية بين  مقارنة  وعند ال ،  )P≤0.05(مجموعة النساء اللاتي تعرضن لعملية قشط لجدار الرحم عند احتمالية           و

 اللاتـي تعرضـن     ة ومجموعة النـساء   مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم الخبيث      فينزيم الحامضي   الأ

 فـرق   وكذلك وجد هنـاك   ،  )P≤0.001( معنوي عند احتمالية      ارتفاع لوحظ حصول لعملية قشط لجدار الرحم     

 بيـث عنـد    نزيم الحامضي بين مجموعتي النساء المصابات بالورم الحميد والخ        معنوي عند مقارنة فعالية الأ    

لدى المـصابات بـأورام     في فعالية الأنزيم، وان النسب المئوية لمعدل الزيادة (P ≤0.05)حتماليةمستوى الإ

ما النسبة المئوية للنساء    أ  مقارنة مع مجموعة السيطرة،    ) %388-180(تراوحت بين   الرحم الحميدة والخبيثة    

  ).%74 ( فهي الحميدة مبالأوراالمصابات بالاورام الخبيثة مقارنة مع النساء المصابات 

 ـأ فعاليـة  وجود فرق معنوي بين    لىإ) 1 (الجدول يشير كذلك  والحامـضي  القاعـدي   RNase ينزيم

 يلاحـظ  لـم  بينما ،)P≤0.05( احتمالية نسبة عند الرحم لجدار قشط  لعملية تعرضن اللاتي النساء لمجموعة

 المـصابات  النـساء  مجموعة عند والحامضي القاعدي ينالانزيم فعالية بين المقارنة عند وجود فرق معنوي  

  .والخبيثة الحميدة الرحم بأورام
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 النساء المصابات بأورام الرحم الحميدة  والخبيثة  مقارنة مع            دم  في مصل  RNase  أنزيم فعالية: 1الجدول  

   النساء اللاتي تعرضن لعملية قشط لجدار الرحم كمجموعة سيطرة دممصلفعاليته في 
  

 U / L   ( mean ± SD( الفعالية 

 RNase أنزيم

  103×الحامضي

 RNase أنزيم

 103×يالقاعد
 

  العمر

 )سنوات ( 
  العدد

 

 المجاميع

42.85 ± 23.52 120.77 ± 63.40 22 – 48 15  

النساء اللاتي 

تعرضن لعملية قشط 

لجدار الرحم 

 )مجموعة السيطرة(

120.13 ± 35.62  
* 161.58 ± 48.85 25 – 65 15 

النساء مجموعة 

 المصابات بأورام

  الحميدةالرحم

209.00± 46.48 
 **#  

246.7 ± 35.00  
 *#  45 – 60 8 

مجموعة النساء 

 المصابات بأورام

  الخبيثةالرحم
  .P ≤ 0.05عند مستوى الاحتمالية  الخبيثة مقارنة مع مجموعة السيطرةالحميدة وفرق معنوي بين مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم  *

 فرق معنوي بين مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم الخبيثة مقارنة مع مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم الحميدة عنـد مـستوى                      #

  .P ≤ 0.05الاحتمالية 

  .P≤0.001مقارنة مع مجموعة السيطرة عند مستوى الاحتمالية خبيثة فرق معنوي بين مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم ال **

  

الـرحم  نـسيج    المستخلـصان مـن     والحامضي  القاعدي ينفعالية الانزيم تضمنت الدراسة أيضا قياس     

 اللاتـي تعرضـن     والخبيثة و نسيج الرحم لمجموعة النساء      النساء المصابات بأورام الرحم الحميدة       موعةمجل

بات بالأورام الحميدة مقارنة     لدى المصا  في فعاليتهما  ة معنوي زيادةلوحظ بأن هناك    ولعملية قشط لجدار الرحم     

، كذلك الحال عند المقارنة بين فعالية الانزيم القاعـدي  )P≤0.05(مع مجموعة السيطرة عند مستوى احتمالية    

والحامضي لنسيج الرحم في مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم الخبيثـة ومجموعـة النـساء اللاتـي                 

 بـين   نـزيم لأ لفعالية ا  عند المقارنة  ، أما )P≤0.001(حتمالية  تعرضن لعملية قشط لجدار الرحم عند مستوى ا       

لوحظ وجود فرق معنوي عند مستوى احتمالِية        فقد   مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم الحميدة والخبيثة      

)P≤0.05( جدول ال وكما موضح في)2.(  
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ام الرحم الحميـدة والخبيثـة       نسيج النساء المصابات بأور    المستخلص من  RNase  أنزيم فعالية: 2الجدول  

نسيج النساء اللاتي تعرضن لعمليـة قـشط لجـدار الـرحم            فعاليته للمستخلص من    مقارنة مع   

  كمجموعة سيطرة
  

  U / L   ( mean ± SD( الفعالية 

 103× الحامضيRNaseنزيم أ

  
 103×ي القاعدRNaseنزيم أ

 

  العمر

 )سنوات(

  المجاميع العدد

النساء اللاتي تعرضن  8 48 – 22 5.10 ± 92.90 15.60 ± 114.50

 لعملية قشط لجدار الرحم

  )مجموعة السيطرة(
154.70 ± 42.00 

* 
136.20 ± 89.00 

* 
مجموعة النساء المصابات  11 65 – 25

  الحميدة الرحمبأورام
436 ± 9.96 

** 
# 

420 ± 13.14 
** 
# 

مجموعة النساء المصابات  5  60 – 45 

  الخبيثة الرحمبأورام

  .P ≤ 0.05عند مستوى الاحتمالية   مقارنة مع مجموعة السيطرةحميدةفرق معنوي بين مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم ال*

  .P≤0.001  مقارنة مع مجموعة السيطرةعند مستوى الاحتماليةخبيثة فرق معنوي بين مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم ال**

اء المصابات بأورام الرحم الخبيثة مقارنة مع مجموعة النساء المصابات بأورام الرحم الحميدة عند مـستوى                فرق معنوي بين مجموعة النس    # 

  .P ≤ 0.05الاحتمالية 
  

المـستخلص   القاعدي والحامضي    RNase  أنزيمي  فعالية  وجود فرق معنوي في    إلى) 2(يشير الجدول   

لنساء اللاتي تعرضن لعملية قشط لجدار الرحم وكذلك النساء  المـصابات بـأورام الـرحم                الرحم ل  نسيج   من

  .الحميدة والخبيثة

نزيم الرايبونيوكليز القاعدي والحامـضي فـي       أ لإيجاد معدل فعالية     وهذه النتائج مطابقة لنتائج دراسات    

مقارنة مـع معـدل     حميدة  نساء مصابات بأورام المبيض ال    الخبيث و نساء مصابات بسرطان المبيض     مصل  

النـساء   في مجموعة    RNase لأنزيمظهرت النتائج وجود زيادة معنوية في الفعالية        أ و ،سليماتنساء  ل فعاليته

كـذلك  ). Hasan and Al-Shemmaree, 2007 (مجموعة السيطرةسرطان المبيض مقارنة مع المصابات ب

 القاعدي والحامضي عند النـساء المـصابات        RNaseنزيم  أحسين وجماعته ارتفاعا معنويا في فعالية       لاحظ  

نزيم داخل خلية الورم النامي في      رتفاع في الفعالية الى زيادة تصنيع الأ      بسرطان المبيض، وقد اعزي سبب الإ     

  ).Hassain et al., 2012(المبيض

ئيـة فـي    لى التغير في نفاذية الخلية السرطانية نتيجة لعدد من التغيرات البايوكيميا          إ وقد يعزى السبب    

        سطح الخلية الخبيثة وهذا يتضمن تغيرات في مظهر سطح الخليـة مثـل تغيـر الكلايكولبيـد والميوسـين                  

)Bast et al., 2000 .( لى مصل الدم وأحد هـذه  إنزيمات من الخلايا ألى نقل عدة إمثل هذا التغير يؤدي إن

  ).RNase) Bardon et al., 1983  أنزيمنزيمات هوالأ
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مـن    تم التركيز على عزلـه     لذلكظروف الخزن   في   الرايبونيوكليز القاعدي    أنزيم  فعالية تونظرا لثبا 

 الى زيادة الفعالية النوعية لأنزيم      )3( يشير الجدول    . المثلى  عمله  وتنقيته وتحديد ظروف   مصل دم انثى سليمة   

RNase    عملية التنقية بتقنيـة    إجراءبعد   و .بعد الفرز الغشائي  كذلك  الراسب البروتيني و  محلول  القاعدي في 

عطـت حـزمتين    أأن روغان المحاليل البروتينية الناتجة من عملية الترشيح الهلامي          حظ  ولالترشيح الهلامي   

 بعـد  و .مل على التوالي  ) 185،  97.1(ا  م اذ كانت حجوم روغانه    ،)1( الشكل   هو واضح من  كما  بروتينيتين  

  .)3(الجدول ب موضحة الفعالة للأنزيم، كما هي الحزم) B(نزيم تبين أن الحزمة قياس فعالية الأ

  

  سليمةى نثأنزيم الرايبونيوكليز القاعدي من مصل دم أخلاصة نتائج مراحل تنقية  :3الجدول 
  

 الحجم  خطوات التنقية

  )مل(

تركيز 

البروتين 

  )مل/ملغم(

كمية 

البروتين 

  الكلي

  )ملغم(

  الفعالية

وحدة (

  )مل/نزيمأ

الفعالية 

  103×* الكلية

  )نزيمأ وحدة(

الفعالية 

   **النوعية

  )ملغم/وحدة(

 عدد

مرات 

  التنقية

الاستعادة 

  %للفعالية 

  100  1  662  556.620  9277  840  14  60  مصل الدم

الترسيب بكبريتات 

  مونيومالأ

21  11.6  243.6  9290  195.090  800  1.2  35  

  34  1.36  900  189.105  9005  210  10  21  الفرز الغشائي

لقمة ا

 Aالاولى 
الترشيح   50  2.66  1761  278.300  5060  158  2.87  55

 الهلامي

القمة 

 Bالثانية 
65  3.36  218  7278  473.070  2170  3.3  85  

  .ساس في الدقيقة الواحدةرير مايكروغرام واحد من مادة الأتحكمية الانزيم التي تعمل على  : Uنزيم وحدة الأ*

    .ة في مليغرام واحد من البروتين نزيم الموجودعدد وحدات الأ: الفعالية النوعية **
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نزيم الرايبونيوكليز القاعدي المنقى جزئيا لمصل الدم بتقنية الترشـيح          أالمظهر الجانبي لروغان    : 1الشكل  

 علـى مـادة الهـلام       محتـوى وال) سم 1.8×100(الهلامي باستخدام عمود الفصل ذي الابعاد       

(Sephadex G- 75) حيث ان )Aو B (روتينيةتمثل الحزم الب.  

  
  

تم تقدير الوزن الجزيئي التقريبي للحزمة البروتينية الناتجة من عمود الفصل باستخدام تقنية الترشـيح                

      الهلامي، إذ تم إمرار عدد من المركبات معلومة الوزن الجزيئي والتـي تتـراوح أوزانهـا الجزيئيـة بـين          

) Vi( العمود من حيث الحجم الـداخلي        في عمود الفصل لغرض تعيين خواص     )  دالتون 2000000 - 204(

 عمـود  فـي يبين المواد التي تم إمرارهـا   ) 4( والجدول   .)Vo(وكذلك الحجم الخالي أو الفارغ من الحبيبات        

  . مع أوزانها الجزيئية وحجوم روغانها) Sephadex G-75( على هلام محتوىالفصل ال
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ية المستخدمة فـي تقنيـة الترشـيح الهلامـي          الوزن الجزيئي وحجم الروغان للمواد القياس     : 4 الجدول

  Sephadex G-75باستخدام هلام 
  

 
  

  

  

  

  

  

  
  

 إذ ، لكل مادة مقابل لوغاريتم وزنها الجزيئـي  (Elution volume)يوضح حجم الروغان ) 2(والشكل 

الوزن الجزيئي التقريبي للحزمة البروتينية الحاوية على أعلى فعاليـة          تبين ظهور خط مستقيم حدد من خلاله        

  .)مل185 ( وجد أن حجم الروغان لهذه الحزمة إذ والمفصولة بتقنية الترشيح الهلامي، نزيم الرايبونيوكليزلأ
  

 ،) دالتون28774±1000(وكما تشير النتائج إلى أن قيمة الوزن الجزيئي التقريبي لهذه الحزمة هو 

 وجماعته من أن الوزن الجزيئي الذي تم عزله من غدة البنكرياس Fernandezهذا يتفق مع ماوجده الباحث و

 Sephadex G–75) (Fernandez(باستخدام تقنية الترشيح الهلامي باستخدام )   دالتون33000-15000(بـِ 

et al., 2000(عدي المعزول من البنكرياس فكان ، كذلك تم تقدير الوزن الجزيئي لأنزيم الرايبونيوكليز القا

 فقد وجد بأن الوزن الجزيئي Itayaاما الباحث ). Kurihar et al., 1982) ( دالتون27000(مساوياً لـِ 

  ).Itaya, 1990(دالتون ) 24000( القاعدي يقدر بـِ RNaseلانزيم 

  

  )مل ( حجم الروغان  )دالتون(الوزن الجزيئي   اسم المادة

 Blue      الدكستران الأزرق
dextran 

2000000 80  

  قرألبومين مصل الب
serum albumin   Bovine  

67000 
  130  

  Egg albumin 45000 151ألبومين البيض 

  Pepsin 36000  165نزيم الببسين أ

  Papain 23000  210نزيم البابين أ

  Tryptophan 204  270التربتوفان 

  B  28774 185 المجهولة الحزمة
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  .ية الترشيح الهلامي بتقن التقريبيالمنحني القياسي لتعيين الوزن الجزيئي  :2لشكل ا         

  

نزيم الرايبونيوكليز القاعدي المعزول بتقنية الترشـيح الهلامـي         أ بعض العوامل على فعالية      درس تأثير   

  :والتي شملت

                                                               Effect of enzyme concentration  الأنزيمتأثير تركيز .1

مـل مـن انـزيم       /مـايكروغرام  )60-20(بوجود تراكيز مختلفة تراوحت بين      الأنزيم  عالية       تم قياس ف  

RNase    الحزمة(مصل الدم   والمعزول من    المنقى جزئيا B (       ووجد أن سرعة التفاعل الأنزيمي تزداد بزيادة

ثابتـا فـي   ا مل من الأنزيم بوصفه تركيـز  /مايكروغرام) 50(وقد استخدم تركيز     )3(نزيم الشكل   الأ تركيز

  .جميع التجارب اللاحقة
  

  
  نزيمية على الفعالية الأنزيم الرايبونيوكليزأتأثير التراكيز المختلفة من  :3الشكل 
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                                                                               Effect of reaction timeتأثير زمن التفاعل  .2

ومن  التفاعل،   بدأمن  ) 15(على فعالية لإنزيم الرايبونيوكليز كانت عند الدقيقة        أن  إلى أ ) 4(الشكل   شيري

  التفاعل ستخدم زمن أ، وقد   الأساس بالمادة   للأنزيم وقد يعزى ذلك الى تشبع الموقع الفعال         .ثم تنخفض فعاليته  

  .دقيقة في جميع التجارب اللاحقة) 15(
  

 
المستخلص وبالترشيح الهلامي   المنقى جزئيا    إنزيم الرايبونيوكليز فعالية  تأثير زمن التفاعل على     : 4الشكل  

  ).Bالحزمة (مصل الدم من 
  

  Effect the pH of the buffer solution                    م الأس الهيدروجيني للمحلول المنظتأثير. 3

ير الأس الهيـدروجيني  يتغمع ) Davis buffer(في المحلول المنظم  تم قياس فعالية أنزيم الرايبونيوكليز  

 ـ و .نزيمأعلى فعالية للأ  الأس الهيدروجيني المناسب الذي يعطي      للمحلول المنظم لغرض إيجاد      الـشكل   شيري

  ).8.2(هيدروجيني يساوي الس الألى أن أعلى فعالية للإنزيم كانت عند إ) 5(
  

  
مـصل  والمستخلص من   منقى جزئيا   ال نزيم الرايبونيوكليز أتأثير الأس الهيدروجيني على فعالية      : 5الشكل  

  . بالترشيح الهلاميالدم
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 الرايبونيـوكليز   أنزيملعمل  مثل  ي الأ ن الاس الهيدروجين  من أ ) 2002،  مرتضى( سابقاً   ذكر وهذا يتفق مع ما   

  ).8.5(من مصل دم الاصحاء يساوي والمعزول القاعدي المنقى جزئيا 
  

  Effect of temperature                                                       تأثير درجة الحرارة  . 4

وكمـا  ) 50ºC-25(تراوحـت بـين      درجات حرارية مختلفة     عندتم قياس فعالية انزيم الرايبونيوكليز       

   ).6(موضح بالشكل 
   

  
  .مي بالترشيح الهلاجزئيا تأثير درجة حرارة التفاعل على فعالية إنزيم الرايبونيوكليز المنقى: 6الشكل 

  

   زيادة فعالية الأنزيم تدريجياً بالأرتفاع التدريجي لدرجة حرارة التفاعل لغاية درجـة حـرارة              إذ لوحظ   

)C ° 37(،   الاستمرار في رفع درجة حرارة التفاعل     في فعالية الانزيم عند     انخفاض واضح   ثم يحصل    ومن. 

ز المعـزول مـن مـصل دم الاصـحاء           الرايبونيـوكلي  أنزيم النتائج المستحصلة من استخدام   وهذا يتفق مع    

  هـي  لأنـزيم ا  لعمل  الدم النقوي المزمن حيث كانت الدرجة الحرارية المثلى        بابيضاضوالمرضى المصابين   

)C °37( )2002، مرتضى.(  
  

   Effect of substrate concentration                                تأثير تركيز المادة الأساس . 5

 0.2-0.025( بـين    راوحتتالتي  وجود تراكيز مختلفة من المادة الأساس       عند  نزيم  الأتم قياس فعالية    

 زيـادة سـرعة التفاعـل       يؤدي إلـى  ن زيادة تركيز المادة الأساس      أيوضح  ) 7( والشكل   .)لتر/ ملي مول   

ركيز حدث بعدها زيادة في سرعة التفاعل الإنزيمي وبذلك يمكن تحديد ت          يلى قيمة لا    إ تصل   إلى أن الإنزيمي  

  .لتفاعل الأنزيم) Vmax( السرعة القصوى للوصول إلى مادة الاساس اللازمال
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نـزيم  أ علـى فعاليـة       المفصول من مصل الـدم     RNA تأثير تراكيز مختلفة من المادة الأساس     : 7الشكل  

  . بالترشيح الهلاميالرايبونيوكليز المنقى جزئيا
  

) V max(وجد أن قيمة السرعة القـصوى  ) Lineweaver– Burk plot( برك –وباستخدام رسم لاينويفر

فـي  وكما موضـح  )  ملي مول0.06(هو) Km(وثابت ميكيلس  ،لتر / وحدة) 200000( هي  RNaseنزيم لأ

  ).8(الشكل 
  

     
نـزيم  عمـل أ   قيمتـي ثابـت ميكـيلس والـسرعة القـصوى ل           لاستخراج برك   –رسم لاينويفر   : 8 الشكل

  .مصل دم انثى سليمةمن المفصول و المنقى جزئيا الرايبونيوكليز
  

  : RNaseنزيم أملخص الظروف المثلى لقياس فعالية  .6

تم التوصل  لعمل أنزيم الرايبونيوكليز المنقى جزئياً والمفصول من مصل الدم والتي           إن الظروف المثلى     

  ).5(إليها من خلال هذه الدراسة موضحة بالجدول
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  بالترشيح الهلاميالمنقى جزئيا  رايبونيوكليزنزيم الأ لعملالظروف المثلى : 5الجدول 
  نزيمتركيز الأ

  )مل/مايكروغرام( 

  زمن التفاعل

  )دقيقة ( 

س الأتأثير 

  الهيدروجيني

  درجة الحرارة

  ) م ْ( 

  المادة الأساس

  )لتر/ملي مول( 
50 15 8.2 37 0.125 
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 على  نزيم الرايبونيوكليز القاعدي  أ مدى استقرارية    تعطي دلالة على   التي   ،مدة التخزين تأثير  تم دراسة    

مصل الـدم يبقـى محتفظـا         والمفصول من  نزيم  المنقى  جزئيا    ن الأ أالى  ) 9(الشكل   شيري، و فعالية الأنزيم 

  .بعد ذلكنخفاض  بالإتهلمدة شهرين تقريبا ثم تبدأ فعالي) -C 20°( حرارة  درجةعند خزنه أثناءبفعاليته 
  

  
والمستخلص من  نزيم الرايبونيوكليز المنقى جزئيا بالترشيح الهلامي       أ التخزين على فعالية  تأثير  : 9الشكل  

  ).Bالحزمة(مصل دم انثى سليمة 
  

، المستخلص من لعـاب الأشـخاص   كليزنزيم الرايبونيوأأن استقرارية ) Al-Issa, 2007(وجد الباحث 

 ويمكن  ،%)92( بنسبة    من الخزن   بعد ستة اشهر   تنخفض) -˚20C(  عند درجة  )مجموعة السيطرة (الأصحاء  

التي يعمل عليها الأنزيم، وهـذه المـادة        ) RNA(مادة الأساس   الان يعزى ذلك إلى احتواء المستخلص على        

  .تعمل على تحلل الأنزيم
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