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   المنقى جزئياً من أنسجة أمينيزلسايتدين دي انزيم افعالية وخواص دراسة 

 Lumbricus terrestris (Linnaeus , 1758) دودة الارض

  
  منى حسين جانكير

  جامعة الموصل/  كلية العلوم/ قسم علوم الحياة 
 

  

(NJC) 
 )24/3/2008تاريخ القبول  )                    (1/8/2007تاريخ الاستلام ( 

  
  ةصلاالخ

 .CDA, EC) أمينيـز        السـايتدين دي  تضمن البحث الحالي دراسة فعالية وخواص انـزيم  

خليط أعطى الانزيم أفضل فعالية في  Lumbricus terrestrisفي مستخلص أنسجة دودة الارض  (3.5.4.5

والحاوي على ) 7.2(ضية ، بدالة حام Tris-HClمايكرومول من المحلول المنظم ) 300(التفاعل المكون من 

حضـن  مايكروغرام ، ) 60(مساوية لـ كمادة اساس وكمية من المستخلص الانزيمي  نملي مول سايتدي) 8(

تحت هذه الظروف المثالية تبين أن الفعالية النوعيـة  . دقيقة ) 15(لمدة ْم  )37(ليط التفاعل بدرجة حرارة خ

لكل دقيقة لكل ملغم بروتين  اليوردين نمايكرومول م) 1.1 ± 31.76(مساوية لـ  أمينيزالسايتدين دي لانزيم 

التمهيدية مقارنة بالفعالية النوعية تحت الظروف  L. terrestrisفي الجزء الرائق من مستخلص أنسجة دودة 

لكل دقيقة لكل ملغم بروتين ، وكانـت قيمـة ثابـت     اليوردينمايكرومول من ) 0.31 ± 20.24(مساوية لـ 

  . (1.81X 10-3 M)مساوية  (Km)ميكيلس منتن 

بتقنية الترشيح الهلامي وباستخدام  أمينيزالسايتدين دي كما تضمن البحث عزل وتنقية جزئية لانزيم 

، ووجد أن قيمـة الـوزن الجزيئـي     )6(إذ بلغ عدد مرات التنقية لهذا الانزيم تقريباً  ، G-200دكس السيلفا

  . دالتون ) 95000(لانزيم تقريباً مساوية لـ لالظاهري 

  

  . زئية ؛ الوزن الجزيئي ج؛ دودة الارض ؛ تنقية  أمينيزانزيم السايتدين دي : الكلمات الدالة 
Abstract 

The present research includes a study of the activity and properties of enzyme 
cytidine deaminase (EC. 3.5.4.5) in the extract of earthworm Lumbricus terrestris. 

Maximum  activity of the enzyme was obtained in a reaction mixture 
containing (300) µM of Tris-HCl buffer at pH (7.2) containing (8) µM cytidine as a 
substrate and a concentration of enzyme extract equal to (60) µg. The reaction mixture 
was incubated at (37)◦C for (15)min. Under the optimum conditions, the specific 
activity was found to be (31.76 ± 1.1) µM of uridine per min. per mg protein in the 
supernatant of L. terrestries extracts compared with (20.24 ± 0.31) µM of uridine per 
min. per mg protein. The Michaelis constant (Km) value was (1.81 × 10-3 M). 

The research also included an isolation and partial purification of CDA by gel 
filration chromatography using sephadex G-200, the number of purification folds for 
the CDA was (6), and the molecular weight was found to be a round (95000) D. 
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  المقدمة 
 Lumbricus رضتنتمـــي دودة الا

terrestris  ــدان ال ــعبة الدي ــى ش ــة ال    حلقي

Annelida ــنف قلي ــ، صـ ــلـ ب لاة الاهـ

Oligochaeta  ورتبـــة خلفيـــة الفتحـــات

Opisthopora      )1 ،2( .  تعد من أكثر الديـدان

تتواجـد فـي   الحلقية انتشاراً وحرة المعيشـة ،  

ية ، تعيش الارض الرطبة والغنية بالمواد العضو

ليلاً  اعمودية او مائلة وتخرج منهفي داخل انفاق 

تتواجد بالقرب مـن سـطح   . لتستكشف ماحولها

عند انخفاض درجة الحرارة ، وبارتفاعهـا  التربة 

كما تشكل قاعدة للعديـد مـن   . تبتعد عن السطح

مـن قبـل انـواع     تؤكلالسلاسل الغذائية ، لانها 

تتغذى الدودة  . )4، 3(الطيور والاسماك عديدة من 

على المخلفات العضوية الموجـودة فـي التربـة    

والناتجة عن تفسخ الانسجة النباتية والحيوانيـة ،  

  . )5(وعلى احياء مجهرية التربة 

لدودة الارض فوائد عديدة ، منها تعمل 

عـن طريـق    وبة التربة وذلـك صعلى زيادة خ

مقذوفات الدودة التي هي عبارة عن نواتج عمليـة  

جها، إذ واء والتي تختلط بالتربة عند خرهضم الغذ

تكون غنيـة بالعناصـر الغذائيـة كالكالسـيوم ،     

البوتاسيوم ، النايتروجين والفوسفور التي يحتاجها 

أن عنـد تغـذيتها تجلـب المخلفـات      االنبات كم

العضوية داخل انفاقها ، وبمساعدة الكائنات الدقيقة 

رة تعمل على تحرر هذه العناصر الغذائية في صو

وتتحلل اجسام الـدودة عنـد   يسهل امتصاصها ، 

موتها وتتحرر ايضاً هذه العناصر ، بالاضافة الى 

الذي من خلاله يتم فقدان مطار ذلك تقليل تأثير الا

من الطبقة السطحية ، الكثير من العناصر الغذائية 

وتسمى الدودة بالمحارث الطبيعية لانها تعمل على 

ى تغلغل الهواء والماء تفتيت التربة الذي يساعد عل

لذا اسـتخدمت   ،)7، 6(يزيد من الانتاج  مام، وهذا 

من الاسمدة الكيميائية التي  في الوقت الحاضر بدلاً

تسبب تلوث للبيئة إضافة الى ماتكلفه الاسمدة من 

وتسـتخدم كطعـم   . مبالغ لصنعها واسـتخدامها 

وذلك لاحتوائها على وكعلف للاسماك بعد تجفيفها 

ينية اساسية، واستخدمها الامريكيون بعد مواد بروت

اشار العديد من  .)8(تجفيفها كغذاء بروتيني يومي 

الاطباء الامريكيين الى استخراج احد الانزيمـات  

من القنـاة   (Pancreatic enzyme)البنكرياسية 

علـى مجموعـة مـن    الهضمية للدودة وتجربتها 

الفئران المصابة بالسرطان ، فوجدوا أن الانـزيم  

ف الورم السرطاني وإطالة عمـر  اقايمل على ع

لذا أعتبرت بريق أمل لمعالجة أحـد  ،  )9(الفئران 

  . الامراض المعاصرة وهو مرض السرطان

ــين   ــة للامـ ــات المزيلـ الانزيمـ

(Deaminases)    هي مجموعة مـن الانزيمـات

المتخصصة في الكائنات الحية ، والتي تقع ضمن 

السـتة  الصنف الثالث من اصـناف الانزيمـات   

، ) 10(الرئيسية حسب التصنيف العالمي للانزيمات 

مـن  إذ تعمل هذه الانزيمات على إزالة الامـين  

القواعــد النايتروجينيــة ، النيوكليوســيدات   

تشارك هذه الانزيمات فـي  كما والنيوكليوتيدات، 

تقويض البيورينات والبريميدينات، وانهـا غيـر   

يـد مـن   اهتم العد. منتظمة الانتشار في الطبيعة

المزيلـة للامـين   الباحثين بدراسة هذه الانزيمات 

والسـايتدين دي   أمينيـز الادينوسـين دي  انزيم ك

فـي العديـد مـن     أمينيزوالسايتوسين دي  أمينيز

  .)16،  15،  14،  13،  12،  11(الكائنات الحية 

 , CDA) أمينيزالسايتدين دي م ين انزإ

EC. 3.5.4.5)    ــايتدين ــاً س ــمى ايض ويس

ــدروليز أمينوه  Cytidine)ايــــــ

aminohydrolase) الذي يحفز الازالة الامينية ،

 بتفاعل التحلل المـائي للسـايتدين او السـايتدين   

في الانسجة المختلفة كالاحياء  منقوص الاوكسجين

المجهرية ، النباتات ، الحيوانات والانسان ويحوله 

 منقـوص الاوكسـجين   اليوردين او اليوردين ىال

وبحسب  )18،  17(ع فقدان الامونيا معلى التوالي ، 

   :المعادلة التالية 
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مــن الانزيمــات  CDAيعــد انــزيم 

السايتوبلازمية الموجودة في العديد من الخلايـا ،  

ولـه  ،)19(ويتوزع بشكل واسع في معظم الانسجة 

دور مهم في نقل والاستفادة من النيوكليوسـيدات  

فانه يشـارك فـي التكـوين    لذا . )20(البريمدينية 

الحيوي للبريمدينات بمسار الانقـاذ وخصوصـاً   

تكوين نيوكليوتيدات الثايمدين التـي تعـد مهمـة    

منقـوص   لتضاعف الحامض النووي الرايبـوزي 

، لذا له اهمية كبيـرة فـي    DNA الاوكسجين 

  .)22،  21(معالجة الاورام السرطانية 

فـي   CDAتم دراسة فعاليـة انـزيم   

 )23،  20،  11(والخمـائر   ةحياء المجهريمختلف الا

وتـم   )25(وفي الابتدائيات  )24،  12(وفي الطفيليات 

الخلايـا  و الأنسجة التعرف على فعالية الانزيم في

السرطانية وكريات الدم الحمر ومصل الدم وفـي  

  .)28،  27،  26،  21،  15( نسانالا اعضاء

نظراً لقلة المعلومات المتوفرة عن انزيم 

في الديدان وخصوصـاً دودة   أمينيزسايتدين دي ال

الارض لذلك استهدف البحث الحالي الكشف عـن  

 جاتنزيم فيها من أجل استنهذا الاتواجد وخواص 

  . ي يحدث في هذه الديدان ذالمسار الايضي ال

  

  المواد وطرائق العمل 
  الكائنات المستخدمة قيد الدراسة 

ــة مج ــت دودة الارض البالغــ عــ

Lumbricus terrestris   تربة حدائق جامعة من

 Tris-HClالموصل ، ثم غسلت بالمحلول المنظم 

) 7.2(مايكرومول وبدالة حامضية ) 100(بتركيز 

ازالة الاتربة العالقة بها والصبغات من ، لغرض 

الديدان ، وحفظت في قناني زجاجية حاوية علـى  

  .نفس المحلول المنظم المذكورة مسبقاً

  يدان تحضير مستخلص الد

 ـالديدان الى قطع صـغيرة ،   تقطع م ت

باستخدام جهاز  قطعتسحن ومجانسة الديدان التي 

 (MSE-Homogenizer)المجانس الكهربـائي  

كما تـم اكمـال   . دقيقة/دورة) 400(على سرعة 

تحطيم المتجانس الخام للديدان باسـتخدام جهـاز   

ــوتية   ــوق الصـــ ــرددات فـــ                        التـــ

(Ultra-Sonic disintegrater)  بتســــليط

كـررت  ثانية في حمام ثلجي، / ذبذبة ) 24.000(

هذه العملية اربع مرات مع فترات توقـف لمـدة   

ثانية بعد كل مرة، لتبريد المتجانس والحفاظ ) 30(

م ، وعرض المتجـانس  ) 4ْ(على درجة حرارة 

الى عملية نبذ باستخدام جهاز الطـرد المركـزي   

H

HO NH2 

HN 

N
O 

N

NO

NH2 

Ribose 
 

  سايتدين
cytidine 

O

HN

O
N 

Ribose 
 

  يوردين
Uridine 

+ H2O 
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. )29(لمـدة سـاعة    (xg 45000)المبرد بسرعة 

المتجانس : فصل المستخلص الى ثلاثة اجزاء هي

،  (Crude Homogenate)الخام قبل الفصـل  

،  (Pellet)والراسـب   (Supernatant)الرائق 

في هذه  أمينيزالسايتدين دي وحددت فعالية انزيم 

  . الاجزاء في نفس يوم سحن الديدان

  أمينيزقياس فعالية انزيم السايتدين دي 

م قياس فعاليـة انـزيم السـايتدين دي    ت

طريقـة  الفي المستخلص اعتمـاداً علـى    أمينيز

، التي تعتمد  )30(وجماعته  Sakaiالمتبعة من قبل 

للسايتدين وتحوله على الاختلاف في الامتصاصية 

) 290(الى اليـوردين عنـد الطـول المـوجي     

        بحجـم نهـائي   (ويتكون خليط التفاعل . نانوميتر

) المادة الاسـاس (سايتدين  3سم) 0.4(من ) 3سم1

من المحلول  3سم) 0.4(مايكرومول ، ) 3(بتركيز 

مـايكرومول  ) 200(بتركيز  Tris-HClالمنظم 

ــية  ــة حامض ــم) 0.2(و ) 7.4(وبدال ــن  3س م

حضن خليط ) . المحضر مسبقاً(مستخلص الانزيم 

) 5(م ولمدة ) 37ْ(التفاعل بعد ذلك بدرجة حرارة 

زمنية محدودة اعتماداً علـى نـوع    دقائق او لمدة

من  3سم) 4(التجربة ، وتم ايقاف التفاعل باضافة 

ثم . عياري) 0.1(حامض الهيدروكلوريك بتركيز 

جهـاز مطيـاف   قيست الامتصاصية باسـتخدام  

الاشعة فوق البنفسجية والمرئية الضـوئي عنـد   

نانوميتر ، وقدرت الفعالية ) 290(الطول الموجي 

بالمـايكرومول   اليـوردين ا كمية النوعية على انه

خلال دقيقة واحدة لكل ملغم بروتين ، باسـتخدام  

 Molar Extintion) معامل الحيود المـولاري 

Coefficient) 2.2) للسايتدين والمساوي mM-1 

CM-1) )18( .   وقدرت كمية البروتين الكلـي فـي

اجزاء المستخلص المحضر مسبقاً حسب طريقـة  

  .)31(لاوري 

   جزئية للانزيم التنقية ال

تم فصل وتنقية انـزيم السـايتدين دي   

مــن  )White )32و  Robyteبطريقــة  أمينيــز

الارض المحضـر مسـبقاً   نسجة دودة أمستخلص 

  :والتي تضمنت 

  .الترسيب بكبريتات الامونيوم .1

 ) .الفرز الغشائي(الديلزة .2

  .كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي .3

الهلامي لفصل تم استخدام تقنية الترشيح 

×  2(وتنقية الانزيم على عمود الفصل ذي الابعاد 

ــادة    ) 100 ــه بم ــم تعبئت ــذي ت ــم ، ال س

الـى ارتفـاع     (Sephadax – G – 200)الهلام

سم ، وهذه المادة لفصـل المركبـات ذات   ) 90(

ــابين   ــة م ) 800000-5000(الاوزان الجزيئي

دالتون ، واعتماداً على حجم العمود الذي يساوي 

م حضر العمود بسكب مادة الهلام ث،  3سم )305(

بهدوء على جدران عمود الفصل وبشـكل مائـل   

لمنع تكون فقاعات هوائية ، ثـم تـرك الهـلام    

ليترسب وسحب الماء الزائد منه ، كـررت هـذه   

وبشكل نهائي ، وغسل العملية حتى استقر الهلام 

العمود بمقدار مرة ونصف بقدر حجمه بـالمحلول  

مـايكرومول  ) 300( بتركيز Tris-HClالمنظم 

وبذلك أصبح  هقبل استعمال )7.2(وبدالة حامضية 

م امـرار العينـة   ت. العمود جاهزاً لامرار العينة

مـن   3سـم ) 2.5(المراد تنقيتها عن طريق حقن 

في أعلى مستخلص انسجة الدودة المحضر مسبقاً 

 (G – 200)عمود الفصل الحاوي علـى الهـلام   

وجمـع محلـول   . المـنظم اعقبها امرار المحلول 

أي ) سـاعة /  3سـم  25(الانزال بسرعة جريان 

دقائق لكل جزء من جـامع الاجـزاء   ) 6(بمعدل 

(Fraction Collector)   الذي يعمل على نظـام

متابعة المحتـوى البروتينـي فـي     الدقائق ، وتم

قــراءة شــدة مــن خــلال  الرائــق المفصــول

نانوميتر ) 280(د الطول الموجي عنالامتصاصية 

باستخدام جهاز مطياف الاشعة فـوق البنفسـجية   

ل علـى القمـة   لا، والاسـتد والمرئية الضـوئي  

وذلـك   CDAالبروتينية التي تحوي على انـزيم  
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المـذكورة   بقياس الفعالية الانزيمية حسب الطريقة

  .مسبقاً 

وقدر الوزن الجزيئي التقريبي للانـزيم  

CDA  باستخدام تقنية الترشيح الهلامي من خلال

 Elution) للانـزيم  الانـزال مقارنة بين حجم ال

Volume)   قياسـية  البروتينات لل لانزالاوحجوم

ولاجل تقدير الـوزن  . زيئي معلومة الوزن الجال

الجزيئي للانزيم المفصول ، هنالك علاقة خطيـة  

،  الانـزال بين الوزن الجزيئي للبروتين وحجـم  

خطاً بيانياً يوضح العلاقـة بـين الـوزن    ورسم 

يئي المعلوم للبروتينـات القياسـية وحجـم    الجز

  . )1(كما مبين في الشكل  )32(الروغان 

  

  
  

  العلاقة بين الوزن الجزيئي للبروتينات وحجم محلول:  1الشكل 

  الانزال بتقنية الترشيح الهلامي 

  النتائج والمناقشة
تم مبدئياً تقدير فعالية انزيم السايتدين دي 

لخـام ، الرائـق   في المسـتخلص ا  CDA أمينيز

ــ ــب لـ  Lumbricusدودة الارض والراسـ

terrestris    التي تم الحصول عليها بعـد نبـذ ،

ــرعة   ــام بس ــانس الخ ،  (xg 45000)المتج

الطريقة التي تعتمد على الاختلاف في باستخدام و

 )290(الامتصاصية للسايتدين عند الطول الموجي 

نانوميتر ، إذ أظهرت النتائج الاولية المبينة فـي  

فـي   CDAوجـود فعاليـة انـزيم    ) 1(الجدول 

الاجزاء الثلاثة المذكورة مسبقاً ، وان أعلى فعالية 

نوعية للانزيم لوحظت في الجزء الرائق بنسـبة  

، في حين إنخفضت الفعالية النوعيـة  %)  169(

للانزيم في الراسب بمقدار النصف تقريباً مقارنـة  

فـي  وهذه الزيادة . بفعاليته في المستخلص الخام

الفعالية النوعية للانزيم تعطي مؤشراً الى وجـود  

الانزيم حراً فـي السـايتوبلازم وغيـر مـرتبط     

وهـذه الخاصـية مشـابهة    بالاغشية الخلويـة ،  

  الببسين

  الانسولين

ل 
حلو

 م
جم

ح
ال

نز
الا

 )
3سم ( 

الوزن الجزيئي 

 اليوريز

 بومين البيضال
 البومين المصل البقري
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المزيلة للامين والمستخلصة مـن دودة   للانزيمات

Riftia pachyptila  ودودة الارضL. 

terrestris )34  ،34(  .  

  

في الاجزاء المختلفة من مستخلص  أمينيزية لانزيم السايتدين دي الفعالية النوع:  1الجدول 

  Lumbricus terrestrisأنسجة دودة الارض 

  اجزاء المستخلص
  الفعالية النوعية* 

  الخطأ القياسي ±المعدل 

%  

  للفعالية

%  

في  للزيادة والنقصان

  الفعالية

  -  100  0.25 ± 12.01  المتجانس الخام 

  69+   169  0.31 ± 20.24  الرائق

  44 -  56  0.22 ± 6.73  الراسب

  ملغم بروتين / دقيقة / اليوردين مايكرومول من : الفعالية النوعية  •

  .المعدل والخطأ القياسي هو لثلاث مكررات     

  

لذا تعد الطريقة التمهيديـة المسـتخدمة   

تشير الـى  لقياس فعالية الانزيم صحيحة ، والتي 

 CDAانـزيم   احتواء كل اجزاء جسم الدودة على

لنيوكليوتيـدات  لأحد انزيمـات مسـار الانقـاذ    

ــةالبريميد  Salvage Pathway of) نيـ

Pyrimidine Nucleotides) )33(   فقد اعتبـر ،

وكما هو معروف فـان  . الرائق كمصدر للانزيم 

لاي انزيم لايمكن الاعتماد عليهـا  الفعالية النوعية 

 ـ مفي الظروف الت ة هيدية ، بل تعتمد علـى الفعالي

النوعية في الظروف المثالية ، لذا فمن الضروري 

تثبيت هذه الاهداف بغية ايجاد قيم حقيقيـة تعبـر   

أجري عـدد   ففي هذه الدراسة، عن نشاط الانزيم 

من التجارب المتتابعة لتحديد الظـروف المثاليـة   

لفعالية الانزيم في مستخلص أنسجة دودة الارض 

المـادة  وهكذا فان تركيـز الانـزيم ، تركيـز    ، 

الاساس، درجة الحرارة والدالة الحامضية تـؤثر  

سرعة التفاعل الانزيمي لان جميع هذه على معدل 

العوامل تؤثر على الموقع الفعال للانزيم وتـؤثر  

تم لذا .  (ES)المادة الاساس  –على معقد الانزيم 

تحديد الظروف المثالية لعمل الانزيم وذلك بدراسة 

   .في مستخلص أنسجة الدودة خواص الانزيم 

بوجـود   CDAقيست فعالية الانـزيم  

أنسجة الـدودة  تراكيز مختلفة من رائق مستخلص 

مـايكروغرام مـن   ) 120-10(تراوحت مـابين  

العلاقة بـين  ) 2(يبين الشكل ). الانزيم(البروتين 

فعالية الانزيم وتركيز البـروتين الموجـود فـي    

 ـ. الرائق  ل الاخـرى  إذ يلاحظ عند ثبوت العوام

تركيز المادة الاساس ، درجة الحرارة ، الدالـة  (

، تزداد سرعة التفاعل ) الحامضية وفترة التحضين

، حتى ) البروتين(الانزيمي بزيادة تركيز الانزيم 

مايكروغرام مـن  ) 60(بلغت أقصى حد لها عند 

الفعالية بعد ذلك بزيـادة  البروتين ، ثم انخفضت 

ى خلـيط التفاعـل ،   تراكيز البروتين المضاف ال

الباحثـة  ماتوصلت اليه وهذه النتائج متطابقة مع 

Dallal Bashi )34(     في دراسـة فعاليـة انـزيم

لـذلك  . السايتوسين دي أمينيز في دودة الارض 

  . استخدم هذا التركيز في جميع التجارب اللاحقة 
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 CDAأن فعالية انزيم  )3(يبين الشكل 

زمـن  (يادة فتـرة التحضـين   تزداد خطياً مع ز

دقيقة من بدء التفاعل ، ثـم  ) 15(ولغاية ) التفاعل

اعقبها إنخفاض في الفعالية عنـد زيـادة فتـرة    

التحضين ، وربما يعود ذلك الـى نفـاذ المـادة    

الاساس او الانزيم من محلول التفاعل ، لـذا تـم   

دقيقة من بدء التفاعل كـزمن  ) 15( فترة استخدام

  . ية الانزيم في التجارب اللاحقة مثالي لقياس فعال

  

  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
 

يبدو واضحاً بان زيادة درجة الحرارة أدت 

وبلغت أعلى حد لها عند ، زيادة في فعالية الانزيم الى 

م ، أعقبهـا إنخفـاض فـي    ) 40ْ-35(درجة حرارة 

الشكل (الفعالية بزيادة درجة الحرارة فوق تلك الدرجة 

م هـي الدرجـة   ) 37ْ( ، لذا تم اختيـار درجـة  ) 4

الحرارية المثالية لقياس فعالية الانزيم وبـذلك يكـون   

الانزيم من الانزيمات التي تعمل في درجات حراريـة  

 معتدلة، وهذه النتيجة متطابقـة مـع ماتوصـل اليـه    

Hassan و Al-Chalabi )35(  ــي ــي طفيلــ فــ

Entamoeba histolytica  24(وجانكير ودلال باشي( 

  . Trichomanas vaginalisفي طفيلي 

على فعالية انزيم ) البروتين(تأثير التراكيز المختلفة من مستخلص الانزيم:  2الشكل 

  L. terrestris  منيز في دودة الارضأالسايتدين دي 

  )مايكروغرام( تركيز البروتين
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أشارت النتائج الموضحة فـي الجـدول   

  أن نوع المحلول المنظم المستخدم في خليط ) 2(

التفاعل له تأثير على فعالية الانزيم ، لذا اسـتخدم  

في هذه الدراسة ثلاثة أنواع من المحاليل المنظمة 

بنفس التراكيز والدالة الحامضية ، فتبين أن أعلى 

مايكرومول مـن   )200(للانزيم باستخدام  فعالية

وبدالـة حامضـية    Tris-HClالمحلول المـنظم  

، إذ كانت الفعالية النوعية مسـاوية لــ   ) 7.4(

لكل  اليوردينمايكرومول من ) 0.35 ± 28.21(

-Trisملغم بروتين، لذا استخدم المحلول المـنظم  

HCl    كأفضل محلول منظم واستخدم فـي جميـع

  .التجارب اللاحقة 

قيست فعالية الانزيم باستخدام تراكيـز  

وبدالـة   Tris-HClمختلفة من المحلول المـنظم  

) 3(، أظهرت النتائج في الجدول ) 7.4(حامضية 

أن أعلى فعالية للانزيم في حالة استخدام المحلول 

  . مايكرومول ) 300(المنظم بتركيز 

  

 .Lفي دودة الارض  أمينيزدين دي تة انزيم السايالمحاليل المنظمة المختلفة على فعاليتأثير :  2الجدول 

terrestris .  

  (Buffer)المحلول المنظم 
  الفعالية النوعية* 

  القياسي الخطأ ±المعدل 

% +  

  للفعالية

200 µM Tris-HCl 28.21 ± 0.35  100  

200 µM Potassium phosphate 12.53 ± 0.21  44  

200 µM Citric Acid , Sodium citrate 23.51 ± 0.13  83  
  .ملغم بروتين / دقيقة / اليوردين مايكرومول من : الفعالية النوعية * 

  % 100احتسبت على اساس ان أعلى فعالية هي : النسبة المئوية للفعالية + 

  .المعدل والخطأ القياسي هو لثلاث مكررات    
  

  

  

  

  في منيزأالسايتدين دي ير درجة حرارة التفاعل على فعالية انزيم تأث:4الشكل

  L. terrestris دودة الارض
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في  أمينيزدين دي تفعالية انزيم الساي على Tris-HClمن المحلول المنظم  تأثير تراكيز مختلفة:  3الجدول 

  . L. terrestrisدودة الارض 

-Tris المحلول المنظم تركيز 

HCl مايكرومول  

  الفعالية النوعية* 

  القياسي الخطأ ±المعدل 

% +  

  للفعالية

100 15.67 ± 0.72  51  

200 28.21 ± 0.35  92  

300 30.53 ± 0.89  100  

400 20.71 ± 1.11  68  

  .ملغم بروتين / دقيقة / مايكرومول من اليوردين : النوعية  الفعالية* 

  .المعدل والخطأ القياسي هو لثلاث مكررات    .     % 100احتسبت على اساس ان أعلى فعالية هي : النسبة المئوية للفعالية + 

  
فـي   CDAتم قيـاس فعاليـة انـزيم    

وبتركيـزه الامثـل    Tris-HClالمنظم  لالمحلو

 (pH)ل مع تغير الدالة الحامضية مايكرمو) 300(

أن أعلى فعالية للانزيم كانـت  ) 5(، يبين الشكل 

عند استخدام المحلول المنظم المذكور مسبقاً بدالة 

وتتفق هذه النتائج مع ماتوصل ) . 7.2(حامضية 

المـنظم  ، لذلك استخدم المحلـول   )24(سابقاً اليه 

Tris-HCl  دالـة  وبمـايكرمول  ) 300(بتركيز

كمحلول منظم أمثل لتحديد فعالية ) 7.2( ةحامضي

  .الانزيم في التجارب اللاحقة 

  

  

   

  

  

  

  

  

  

  

  
  

قيست فعالية الانزيم في خليط التفاعـل  

مايكرمول من المحلول المنظم ) 300(المتكون من 

Tris-HCl  وتراكيز مختلفة ) 7.2(بدالة حامضية

-0(تراوحت بـين  ) المادة الاساس(من السايتدين 

تأثير التراكيـز  ) 6(ي مول ، يبين الشكل مل) 10

المختلفة من السـايتدين علـى سـرعة التفاعـل     

ثابتاً ، إذ وجد الانزيمي عند بقاء تركيز البروتين 

أن التراكيز الواطئة تؤدي الى زيادة في سـرعة  

التفاعل وتكون متناسبة مع تركيز المادة الاساس ، 

ة وعند زيادة تركيز المادة الاساس يـزداد سـرع  

لية
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المحلول في  منيزأالسايتدين ديتأثير الدالة الحامضية على فعالية انزيم :5الشكل
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التفاعل الانزيمي حتى تصل الى نقطة لايحـدث  

وأظهـرت  بعدها أية زيادة في سرعة التفاعـل ،  

لاساس كان عنـد  النتائج أن تشبع الانزيم بالمادة ا

وان ثابـت  . من السايتدين  ملي مول) 8(تركيز 

الذي تم الحصول عليـه   (Km)منتن  –ميكيلس 

بـــرك  –لاينـــويفر باســـتخدام طريقـــة 

)(Lineweaver – Burk  10 × 1.81)مساوية-

3 M)  7(وكما موضح في الشكل . (  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  
  

  منتن للمادة الاساس السايتدين –برك يوضح قيمة ثابت ميكيلس  –رسم لاينوفر :  7الشكل 
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يتضح مما سبق التعرف على الظروف 

في مستخلص  أمينيزانزيم السايتدين المثالية لعمل 

، كما موضح  L. terrestrisأنسجة دودة الارض 

ومـن هـذا يسـتنتج بـان دودة      )4(في الجدول 

الارض لها القدرة على بناء اليوراسيل بالازالـة  

بوجـود  الامينية للسايتدين بمسار الانقـاذ وذلـك   

. فـي مسـتخلص الانسـجة     CDAفعالية انزيم 

مباشرة وجود تؤيد بصورة  دراسة وبذلك تعد اول

  . هذا الانزيم في الدودة 

  
  L. terrestris الظروف المثلى لقياس فعالية انزيم السايتدين دي أمينيز في دودة الارض:  4الجدول 

  القيمة المثلى  الظروف المستخدمة 

  مايكروغرام 60  )المستخلص الانزيمي(تركيز البروتين 

 Tris-HCl  المحلول المنظم 

 مايكرومول 300  تركيز المحلول المنظم

 7.2  لمحلول المنظمالدالة الحامضية ل

  ملي مول 8  )المادة الاساس(تركيز السايتدين 

  دقيقة 15  فترة التحضين 

  ْم 37  درجة الحرارة 

 

  التنقية الجزئية للانزيم 
 CDAتم في الدراسة الحالية تنقية انزيم 

عمومـاً علـى   ، بما أن المستخلص الخام يحتوي 

العديد من البروتينات والمكونات الاخـرى التـي   

تتأثر او تتداخل مـع فعاليـة الانـزيم قيـد     ربما 

الدراسة ، فقد اتبعت عدد من خطـوات التنقيـة   

والتي تضمنت قياس فعالية الانزيم في المستخلص 

الخام والرائق الناتج عن الطرد المركزي الفـائق  

وكذلك قياس الفعاليـة بعـد الترسـيب    . السرعة 

ار بكبريتات الامونيوم ، ومن ثم قياسها بعد امـر 

يوضـح  . المستخلص بعمود الترشيح الهلامـي  

، وبمقارنة  CDAمراحل تنقية انزيم ) 5(الجدول 

الفعالية بعد الترشيح الهلامي يتضـح ان الفعاليـة   

مرة عن فعاليتـه  ) 6(النوعية لهذا الانزيم بمقدار 

   .من المستخلص الخام 
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  يز من مستخلص أنسجة دودة الارضمراحل تنقية انزيم السايتدين دي أمين:  5الجدول 

  

  مراحل الاستخلاص
البروتين الكلي 

  3سم/ملغم
  الفعالية الانزيمية *

Units (U) 

الفعالية النوعية 

U/ملغم بروتين  
  عدد مرات التنقية

%  

  الحاصل

  100  1  20.31  51.38  2.53  المستخلص الخام 

  90  1.4  27.74  46.06  1.66  الرائق

  84  1.5  30.39  43.15  1.42  %)75(وم الترسيب بكبريتات الاموني

  73  1.9  38.53  37.76  0.98  الفرز الغشائي

الترشيح الهلامي باستخدام السيفادكس 
(G-200) 

0.31  35.65  115.00  5.7  69  

 ـ  (Unit)وحدة الانزيم *  ن تساوي كمية الانزيم التي تعمل على إزالة الامين لمايكرومول واحد من السايتدين لكل دقيقة واحـدة م

  التفاعل

حدد الوزن الجزيئي الظاهري لانـزيم  

في مستخلص أنسـجة دودة   أمينيزالسايتدين دي 

 100(عمود  الارض بتنقية الترشيح الهلامي على

-G)       لسـيفادكس سم الحاوي علـى ا ) 2× 

قياسـية  ) بروتينات(، وتم امرار مركبات  (200

، ) 1(معلومة الوزن الجزيئي كما مبين في الشكل 

د أن الوزن الجزيئي للانزيم مساوية تقريبـاً  ووج

وعنـد مقارنـة الاوزان   ، دالتون ) 95000(الى 

الجزيئية التي تم الحصول عليهـا فـي الدراسـة    

وجـد ان الاوزان  الحالية مع الدراسات السابقة ، 

تختلـف اعتمـاداً علـى     CDAالجزيئية لانزيم 

مصدر الانزيم ، إذ وجد أن قيمة الوزن الجزيئي 

دالتون ) 57000(مساوية لـ  E. coliزيم في للان
كان الوزن  Giardia intestinalisأما في  )36(

  .)12(دالتون ) 260000(الجزيئي مساوي لـ 
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