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خـلاصـة :

 أجريــت الدراســة الحاليــة عــى 64 عينــة مصــل دم، 33 منهــا لأشــخاص مصابــن بالفشــل الكلــوي و 31عينــة 
 مصــل دم لاشــخاص اصحــاء كمجموعــة ســيطرة ، تــراوح اعمارهــم مابــن 22-55 ســنة جمعــت في الفــرة  

من 11/22/ 2019 إلى 5/ 2/ 2020.
تــم قيــاس فعاليــة انزيــم البرولايديــز ، وقيــاس تركيــز كلا مــن المالــون ثنائــي الديهايــد ، الكلوتاثيونــو اليوريــا في 

امصــال دم مجموعتــي المــرضى والاصحــاء وباســتعمال الطرائــق اللونيــة القياســية. 
 اظهــرت نتائــج الدراســة الحاليــة انخفــاض معنــوي في فعاليــة انزيــم البرولايديــز في امصــال دم المــرضى وعنــد 
مســتوى احتــمالي  P ≤ 0.05 مقارنــة بالاصحــاء، مــع انخفــاض معنــوي في تركيــز الكلوتاثيــون في امصــال دم 
ــد ،  ــي الالدهاي ــون ثنائ ــز المال ــزه لــدى الاصحــاء امــا تركي ــة بركي ــمالي P ≤ 0.05 مقارن ــد مســتوى احت المــرضى وعن
 P ≤ 0.05  ومســتوى اليوريــا فقــد ارتفعــا معنويــا في امصــال دمالمصابــن بالفشــل الكلــوي وعنــد مســتوى احتــمالي
مقارنــة بمســتواه لــدى الاصحــاء. كــما تــم دراســة علاقــة الارتبــاط بــن فعاليــة انزيــم البرولايديــز وتركيــز كلا مــن 
الكلوتاثيــون والمالــون ثنائــي الالدهايــد واليوريــا، وقــد اظهــرت النتائــج وجــود علاقــة ارتبــاط معنويــة موجبــة بــن 
ــة انزيــم البرولايديــز وتركيــز الكلوتاثيــون وكانــت قيمــة معامــل الارتبــاط r=0.483 في حــن كانــت علاقــة  فعالي
الارتبــاط ضعيفــة وغــر معنويــة بــن فعاليــة الانزيــم وتركيــز اليوريــا والمالــون ثنائــي الالدهايــد الا ان العلاقــة كانــت 

.MDA موجبــة مــع اليوريــا وســالبة مــع الـــ
الكلمة المفتاحية: البرولايديز ، الكلوتاثيون ، المالون ثنائي الالدهايد ، الفشل الكلوي.
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Abstract:
Current study conducted on serum of 64 persons 33 of them are with renal failure 

and 31apparently healthy as control group their age ranged between 22 - 55 years for 
the period between 22 / 11 / 2019 to 5 / 2 / 2020.

The parameters that measured are prolidase enzyme activity and concentration 
of Malondialdehyde-MDA, Glutathione-GSH and Urea in serum of patients and control 
groups by colorimetric methods.

The present study results show a significant (P ≤ 0.05) decrease in prolidase 
enzyme activity in patients serum as compared to control with a significant (P ≤ 
0.05) decrease in Glutathione-GSH mean in patients serum as compared to control, 
while Malondialdehyde-MDA and Urea  levels show a significant (P ≤ 0.05) increase in  
patients serum as compared to control.

      The correlation coefficient between prolidase activity and GSH, MDA and urea, 
the results indicate that the correlation was significant positive correlation between 
prolidase and GSH (R=0.483), while the correlation with other parameters (MDA 
and urea) were non-significant, in which the correlation was positive with urea and 
negative with MDA.   
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المقدمة

ــارة عــن عضــو  ــة عب ــان والكلي لــدى الانســان كليت
ــع  ــرة, تق ــل إلى الحم ــون يمي ــا ذو ل ــة الفاصولي ــبه حب يش
خلــف البريتــون Peritoneum الــذي يبطــن الجــدار 
الخلفــي للبطــن عــى جانبــي العمــود الفقــري)1(. تعتــبر 
الكليــة الحــارس الأمــن للســوائل الجســمية فهــي التــي 
تنظــم حجــم وتركيــب الســوائل وتبقيهــا ضمــن الحدود 
الطبيعيــة لــذا فــان عجــز الكليتــن عــن عملهــما يــؤدي 
إلى اضطــراب في الســوائل الجســمية فتحــدث حــالات 
ــر  ــرح الكث ــان بط ــوم الكليت ــث تق ــرة حي ــة خط مرضي
ــك ــض اليوري ــا Urea وحام ــلات كاليوري ــن الفض م
 Bile الصفراويــة  والأمــلاح  والامونيــا   Uric acid
ــموم  ــن الس ــرح الكليت ــك تط ــة إلى ذل salts وبالإضاف
المتكونــة في الجســم نتيجــة للفعاليــات الحيويــة المختلفــة 
أو الداخلــة إلى الجســم عــن طريــق الطعــام ، وتقــوم 
ــن  ــة م ــواد الناتج ــر أو الم ــرح العقاق ــا بط ــن أيض الكليت

ــع تراكمهــا في الجســم)2(.  تحللهــا ومن
مايعــرف  او  الكلــوي  الفشــل  أســباب  تقســم 
حــالات  إلى   Renal failure الكلــوي  بالقصــور 
مرضيــة قبــل الكليمثــل حــالات الجفــاف أو انخفــاض 
الــدم الشــديد، وحــالات مرضيــة كلويــة، وحــالات 
مرضيــة بعــد الــكى مثــل انســداد مجــرى البــول بســبب 
الحصــوات. أو  الرجــال  عنــد  البروســتاتا  تضخــم 
او  اشــهر  خــلال  المزمــن  الكلــوي  القصــور  يتطــور 
ــة  ــي الاصاب ــه ه ــيوعا ل ــر ش ــباب الاكث ــنوات والاس س
بــداء الســكري غــر المراقــب ، ارتفــاع ضغــط الــدم 
الكلويــة  الكبيبــات  والتهــاب  عليــه  المســيطر  غــر 
المزمــن. امــا الاســباب الاقــل شــيوعا فتتضمــن مــرض 
الناجــم  الــكى  اعتــلال   ، الكيســات  متعــددة  الــكى 
عــن ارتــداد البــول مــن المثانــة الى الحالــب فالكليــة، 
وامــراض  الكلويــة  الحــى   ، النفرونيــة  المتلازمــة 

ــمات  ــن الانزي ــد م ــة العدي ــن فعالي ــتات)3(. تتباي البروس
عــن المســتوى الطبيعــي في امصــال دم المــرضى المصابــن 
فعاليــة  تنخفــض  اذ  المزمــن،  الكلــوي  بالقصــور 
 Paraoxinase، aryl الانزيــمات   مــن  العديــد 
 esterase ، Lactonase، Glucoolatonase،
 Superoxide dismutase، Aspartate
 Aminotransferase، Alanine
Gamma- و   Aminotransferase
فعاليــة  ارتفــاع  مــع   GlutamylTransferase
 polymine  oxidase، مثــل   اخــرى  انزيــمات 

)4و5(.  Glutathion – Stransferaseز 
ز  Prolidase البرولايديــز  انزيــم 
ــودة  ــمات الموج ــد الانزي ــو اح E.C.3.4.13.9(C( ه
صنــف  الى  ينتمــي  الحيــة،  الخليــة  ســايتوبلازم  في 
 Hydrolysis الانزيــمات التــي تحفــز التحلــل المائــي
للبتيــدات الثنائيــة او الثلاثيــة التــي تحتوي عــى الحامض 
الامينــي البرولــن في النهايــة الطرفيــة لكاربــون الفــا 
لينتــج البرولــن بشــكل حــر لــذا فهــو يلعــب دورا 
حيويــا مهــما في المراحــل الاخــرة مــن هــدم البروتينــات، 
كــما ويســاهم في الحفــاظ عــى الاحمــاض الامينيــة  ســواء 
ــة مــن البروتــن  ــة او داخلي كانــت مــن مصــادر خارجي
خاصــة الكولاجــن، اذ يلعــب البرولايديــز دوراً هامــا 
ــر البرولــن لصناعــة الكولاجــن ونمــو  في إعــادة تدوي
الخليــة، وربــما بمثابــة وســيلة ربــط  بــن التغذيــة وهــدم 
البروتــن)6، 7(. ويبــدو أن نشــاط البروليديــز قــد يكــون 
خطــوة تحديــد في تنظيــم التخليــق الحيــوي للكولاجــن، 
اذيتشــارك في نمــو الخلايــا وأيــض الكولاجــن، كــما ان 
لــه دورا مهــما في تجــدد الخلايــا بعــد العمليــات الجراحيــة 
مــن حيــث دوره الفعــل في عــلاج الجــروح والخــدوش 

والالتهابــات)8(. 
يتواجــد البرولايديــز في البلازمــا؛ كريــات الــدم 
البيــض؛ كريــات الــدم الحمــر وفي مختلــف الأجهــزة 
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جــن  الصعريــة)9(.  والغــدة  والرحــم  الــكلي  مثــل 
البروليديــز  يقــع عــى الكروموســوم 19 ويرمــز لــه 
)PEPD(، يتواجــد الانزيــم بشــكل دايمــر متجانــس 
Homodimer معتمــدا عــى وجــود المنغنيــز في مركــز 
الانزيــم لــكل سلســلة ببتيديــة، تتألــف كل سلســلة 
ببتيديــة مــن 493 مــن بقايــا الأحمــاض الأمينيــة وبــوزن 
إن  الدراســات  وتفيــد  كيلودالتــون)10(،   54 جزيئــي 
نشــاط البروليديزيعتــبر علامــة للإجهــاد التاكســدي
الأمــراض،  مــن  العديــد  في   Oxidative stress
ــكري،  ــب Heart disease، الس ــراض القل ــل ام مث
الكبــد  وأمــراض  الســكري،  الأعصــاب  واعتــلال 
المزمنــة وهشاشــة العظــام)11-16(، وكذلــك يتأثــر نشــاط 
الانزيــم لــدى مــرضى الاعتــلالات الكلويــة المصاحبــة  
Diabetic Nephropathyز)17(.  الســكر   لمــرض 
لــذا تــم اجــراء الدراســة الحاليــة لتقييــم نشــاط الانزيــم 

ــوي. ــن بالفشــل الكل لــدى المــرضى المصاب

المواد وطرائق العمل 

 Material and methods

- عينات الدراسة:
المصابــن  المــرضى  مــن  دم  عينــة   33 جمــع  تــم 
ــاء  ــخاص اصح ــة دم لأش ــوي  و31 عين ــل الكل بالفش
كمجموعــة ســيطرة  تــراوح اعمارهــم مابــن 55-22 
 .2020  /2  /5 الى   2019  /11/22 مــن  للفــرة 
وذلــك بســحب )5 ســم3( مــن الــدم الوريــدي بواســطة 
ــة تســتعمل لمــرة واحــدة فقــط ووضــع الــدم  ــة طبي محقن
في انابيــبGel tube  ذات غطــاء محكــم، ثــم وضعــت 
هــذه الانابيــب في جهــاز الطــرد المركــزي لمــدة 10 دقائق 
ســحب  تــم  بعدهــا   دورة/دقيقــة   3000 وبسرعــة 
المصــل  بواســطة الماصــة الدقيقــة Micropipette  ثم 
  Eppendrof ــام ووزع في ــدة اقس ــل الى ع ــم المص قسّ
لحــن  مْ   -20 حــرارة  درجــة  عنــد  وحفــظ    tube

قيــاس  المتغــرات الكيموحيويــة. التــي شــملت  قيــاس 
فعاليــة انزيــم البرولايديــز ، وتركيــزات كلا مــن المالــون 
 ،Malondialdehyde-MDA الالدهايــد  ثنائــي 
اليوريــا  و   Glutathione-GSH الكلوتاثيــون 

Urea في امصــال دم العينــات قيــد الدراســة.
- طرائق العمل:

ــز في مصــل الــدم:  ــم البرولايدي ــة أنزي ــر فعالي  تقدي
ــع  ــز م ــل انزيــم البرولايدي ــى تفاع ــة ع تعتمــد الطريق
باعتبارهــى  برولــن(   - )كلايســن  الثنائــي  الببتيــد 
مــادة اســاس للتفاعــل)18( ليعطــي الحامــض الامينــي 
لفعــل  نتيجــة  حــر  بشــكل  الكلايســن  و  البرولــن 
الانزيــم، ثــم تقــاس امتصاصيــة البرولــن المتحــررة بعــد 
تفاعلــه مــع الننهايدريــن عنــد الطــول الموجــي )515( 
ــماد عــى  ــم بالاعت ــة الانزي ــم حســاب فعالي ــر ويت نانوم

ــية. ــمادة قياس ــن ك البرول
تعتمد الطريقة على استعمال المحاليل التالية:

 محلــول التخفيــف المتكــون مــن  1مــلي مــول مــن 
مــول  مــلي   6 المحــر  في   Mncl2المنغنيــز كلوريــد 
الاس  ذي   Tris-HCl المنظــم  الــرس  محلــول  مــن 

.8.0-7.8 هيدروجينــي 
 : Glycyl-L-Proline محلــول المــادة الاســاس 
ــاس  ــادة الاس ــن الم ــر م ــلي مول/ل ــر94  م ــم تحض اذ ت
الــرس المنظــم   لــر مــن محلــول  0.05( مــول/  في) 
والحــاوي عــى 1 مــلي مــول /لــر مــن Mncl2 والاس 

الهيدروجينــي )7.8 –  0.8( .    
تــم   : القيــاسي   L-proline البرولــن   محلــول 
ــر   ــز 650 مايكرومول/ل ــول البرولينبركي ــر محل تحض
مذابــا في 0.45 مول/لــر مــن محلــول حامــض الخليــك 

. Trichloro acetic acid-TCAثلاثــي الكلــور
 كاشــف  شــينارد Chinard´s : حر الكاشــف 
بمــزج 120 مــل مــن حامــض الخليــك الثلجــي  مع 80 
ــض   ــو- حام ــض اورث ــن حام ــر م ــن 6 مول/ل ــل م م
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و25   Ortho-phosphoric acid الفســفوريك 
غــم مــن الننهايدريــن، يمــزج المحلــول جيــدا عنــد 

ــي. ــام مائ ــرارة )70( م0 في حم ــة ح درج
 0.45 مــن  يتكــون   : التفاعــل  أيقــاف   محلــول 
 مــول /لــر مــن  TCA، تتــم عمليــة الاذابــة عنــد درجــة 
كاشــف  تحضــر  قبــل  مائــي  حمــام  في  )70(م0 

 ،  Chinard´s

تم الاعتماد عى الخطوات التالية لتقدير فعالية الانزيم:
1-تــم تخفيــف المصــل  بمعــدل ســت مــرات وذلــك 
بأضافــة250 مايكــرو ليــر مــن محلــول التخفيــف لــكل 
50مايكرولــر مــن مصــل الــدم ثــم حضــن المزيــج لمــدة 
24 ســاعة عنــد 37 م0، ثــم إضافــة 100مايكرولــر 

لعينــات الســيطرة . 
2 -حرت انابيب اختبار كما في الجدول الآتي :

السيطرة الاختبار المحاليل

........... μl 100 محلول المادة الاساس

μl 100 μl 100 محلول مصل الدم المخفف

حضنــت الانابيــب لمــدة 30 دقيقــة عنــد درجــة 
1مــل  بإضافــة  التفاعــل  ايقــاف  ،ويتــم  مئويــة   37
مــن محلــول الايقــاف، تطــرد الانابيــب مركزيــا لمــدة 
5دقائــق عنــد سرعــة 2000 دورة/ دقيقــة ، ويســحب 

كلا  مــن  الرائــق  المحلــول  مــن  500مايكروليــر 
 ،Control الانبوبتن،وتحــر اربــع انابيــب ســيطرة
Standardوالكفــيء Test،قيــاسي  الاختبــار 

الجــدول: في  كــما   Blank

كفئقياسيالاختبارالسيطرةالمحاليلت

1mlml 1ml 1ml 1كاشف شينارد1

ml 1ml 1ml 1ml 1حامض الخليك الثلجي2

.......ml 0.5ml 0.5المحلول الرائق3

.......ml 0.5..............محلول البرولن القياس4

ml 0.5.....................محلول ايقاف التفاعل5

ليتطــور اللــون ويكتمــل تكويــن المعقــد الملــون يتــم 
حضــن الانابيــب اعــلاه لمــدة 10دقائــق عنــد 90 م0 في 
حمــام مائــي، يتــم قيــاس الامتصاصيــة عند515نانومير 
بواســطة جهــاز المطيــاف الضوئــي بعــد تصفــر الجهــاز 

بالكفــئ .

المعادلــة  عــى  بالاعتــماد  الفعاليــة  حســاب  يتــم 
:)17 الآتيــة)

                               abs of test - abs control
Prolidase Activity =  ----------------------------------  x 2.4 x [s]

                                         abs of standard
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تقدير تركيز  المالون ثنائي الالديهايد في مصل الدم
 Determination of concentration

serum MDA
:Procedure أ-مبدأ الطريقة

تــم تقديــر تركيــز المالــون ثنائي الالديهايــدMDA في 
مصــل الدم الــذي يمثل أحد النواتج الرئيســة للأكســدة 
الفوقيــة للدهــون، وتعتمــد الطريقــة عــى التفاعــل بــن 
ــن  ــس MDA وب ــكل رئي ــون وبش ــيدات الده بروكس
 Thiobarbituric acid –ــك ــض ثايوباربيوتري حام
TBA ويتــم التفاعــل في وســط حامــي ويكّــون ناتــج 
الملــون لــه اعــى امتصاصيــة عنــد532  نانوميــر( 19(.

ب- المحاليل المستخدمة : 
: )TBA- solution( 1-  محلول الثايوباربيتيورك

 محلــول )A( ذو تركيــز )M 0.05(:  حُــر بإذابة 
 NaOH الصوديــوم  هيدروكســيد  مــن  غــم   )0.2(
ــم الى  ــل  الحج ــم اكم ــر ث ــاء المقط ــن الم ــل م في )50( م

ــه. ــول نفس ــن المحل ــل م )100( م

 محلــول )B( : حــر بإذابــة )0.6(غم مــن مادة الـ 
TBA في )50( مــل مــن محلــول A مــع تســخن قليــل في 
حمــام مائــي  ثــم أكمــل الحجــم الى )100(مــل بالمحلــول 

نفســه ، وحــر هــذا المحلــول أنيــاً قبــل الاســتعمال .
 : الكلوريــد   ثلاثــي  الخليــك  حامــض  محلــول   -  2
المحلــول  حــر   Trichloroacetic acid – TCA

: بركيزيــن 
التركيــز الأول  :  )17.5( % يحــر بإذابــة )17.5(
غــم مــن  TCA في ) 50(  مــل مــن المــاء المقطــر ثــم 
أكمــل الحجــم الى) 100(  مــل بالمذيــب نفســه وحفــظ 

ــتعمال . ــن الاس ــة لح في الثلاج
ــة )70( غــم  ــاني  :  )70( %  يحــر بإذاب ــز الث التركي
مــن TCA في )80( مــل مــن المــاء المقطــر ثــم اكمــل  
في  وحفــظ  المذيــب  بنفــس  مــل   )100( الى  الحجــم 

الثلاجــة لحــن الاســتعمال.
:Procedure  ج- طريقة  العمل

تــم اعتــماد  الخطــوات الآتيــة  لتقديــر MDA في 
مصــل الــدم:

SolutionsSampleBlank
Serum150 µl.........

 Distilled water..........µl 150
TCA)17.5%(1ml1ml

تم مزج الانابيب الحاوية عى المحاليل جيداً ثم حضنت في حمام مائي عند درجة حرارة      100 0م لمدة 15 دقيقة 
وتركت لتبرد ثم اضيف :

TBA)0.6%(1ml1ml
TCA)70%(1ml1ml

دقيقــة   20 لمــدة  مْ   37 عنــد  الأنابيــب  حضنــت 
ثــم فصــل الرائــق باســتعمال جهــاز الطــرد المركــزي 
دقيقــة   15 لمــدة  دقيقــة   / دورة   2500 بسرعــة 

ــول  ــد الط ــق عن ــول الرائ ــة للمحل ــرأت الامتصاصي وقُ
نانوميــر. الموجــي532 
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:Calculation د- الحسابات
     تم حســاب تركيز:- MDA  في مصل دم النســاء 

الحوامل قيد الدراســة بحســب العلاقــة الآتية :

 A =  الامتصاصية .  
   D =  معامل التخفيف .

L= مسار الضوء )سم (.
E = ز x 105 1.56 ) لر. مول- 1 . سم- 1 (.

                                        حجوم المحاليل الُمستخدمة 
                                                في أنبوب العينة

---------------- = )D( معدل التخفيف
                                                       حجم العينة

8.3-تقدير تركيز  كلوتاثايون GSH في مصل الدم
 Determination of serum glutathione

concentration
 :  Procedure أ-مبدأ الطريقة 

تقديــر  في   )20( المحــورة  الطريقــة  اســتعمال  تــم   
تعتمــد  إذ  الــدم  مصــل  في  المختــزل  الكلوتاثايــون 
إلمــان  كاشــف  اســتعمال  عــى  الطريقــة  هــذه 
 Dithio عــى  الحــــاوي   Elman’s reagent
الــذي   ،bis-2-Nitrobenzoic acid5,5
الكلوتاثايــون ويختــزل مجموعــة  مــع  بشــدة  يتفاعــل 
الســلفاهيدرالللكلوتاثايون لينتــج معقــد أصفــر اللــون 
 412 الموجــي  الطــول  عنــد  امتصاصيــة  أقــى   لــه 
نانوميــر وإن تركيــز الناتــج المتكــون يعتمــد عــى تركيــز 

المصــل. في  الموجــود  الكلوتاثيــون 

المحاليل  المستخدمة:-
حامــض  عــلى  المحتــوي  الترســيب  محلــول   -  1
 :Sulfosalicylic acid solution السلفوسالســيليك
ــيليك  ــض السلفوسالس ــن حام ــم م ــة 4 غ ــر بإذاب ح
في 50  مــل مــاء مقطــر ثــم اكمــل الحجــم الى 100 مــل 

وحفــظ في الثلاجــة لحــن الاســتعمال . 
 Phosphate buffer 2 - محلــول الفوســفات المنظم
الفوســفات  محلــول  حــر   :)pH =8(زsolution
B،A وضبــط الأس الهيدروجينــي  بمــزج المحلولــن 
.)A( بوســاطة بضــع قطــرات مــن محلــول )pH 8( عنــد
  محلــول )A(  ) 0.6M( : حــر بإذابــة8.16 غــم 
  KH2PO4مــن فوســفات البوتاســيوم أحاديــة القاعــدة
في )50(مــل مــن المــاء المقطــر ثــم أكمــل الحجــم الى 

)100( مــل .
 محلــول )0.08M()B(: حــر بإذابــة 0.568 
القاعــدة   ثنائيــة  الصوديــوم  فوســفات  مــن  غــم 
Na2HPO4 في 50( ( مــل مــن المــاء المقطــر ثــم يكمــل 

100(مــل . الحجــم الى ) 
3 - محلــول كاشــف إلمــان : حــر بركيــز )0.1(
 DTNB مــلي مــول  بإذابــة ) 0.004 (غــم مــن مــادة
في  )50(مــل مــن محلــول الفوســفات المنظــم pHز)8(  
ثــم اكمــل الحجــم الى )100 (مــل مــن المحلــول المنظــم 
قنينــة  في  ووضــع  الاســتعمال  قبــل  مبــاشرة  وحــر 

ــوء . ــن الض ــول م ــة المحل ــة لحماي معتم
4 - محلــول الخزيــن القيــاسي )1( مــي مــولاري : حر 
بإذابــة )0.384( غــم مــن الكلوتاثايــون في )6.25( 
مــولاري   )0.2( المنظــم  الفوســفيت  محلــول  مــل 
 : الآتيــة  الراكــــيز  حــرت  ثــم  خزيــن   كمحلــول 

 .) 20، 15 ، 10، 5 (
-: Procedure طريقة  العمل 

تــم تقديــر كلوتاثايــون المختــزل في  مصــل الــدم 
بالاعتــماد عــى الخطــوات الآتيــة:
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مزجــت محتويــات الانابيــب جيــدا بوســاطة المــازج 
وخــلال 3 ثــواني ، تــم  قــراءة الامتصاصيــة عنــد الطــول 
الموجــي 412 نانوميربعــد تصفــر الجهــاز عــى محلــول 

الكفــئ .
-:Calculation  الحسابات 

تــم حســاب تركيــز الكلوتاثايــون المختــزل في مصــل 
دم  النســاء الحوامــل قيــد الدراســة اعتــمادا عــى المعادلــة 

التاليــة :

A = الامتصاصية.
E = 13600 ) لر. مول- 1 . سم-  1 (.

L = طول الخلية 1 سم.
قياس اليوريا في الدم:

تــم قباســها حســب مبــدأ الطريقــة الانزيميــة لعــدة 
 Biomaghreb الفحــص الجاهــزة المجهــزة من شركــة

كالاتي:- هــي 
أ. مبدأ الطريقة :

ــز ــم اليوري ــود انزي ــاء بوج ــع الم ــا م ــل اليوري تتفاع
اوكســيد  ثــاني  وغــاز  الامونيــا  لتكــون   Urease

SolutionsSampleBlank

Serum150 µl............

Distilled water...........150 µl

 Precipitation
solved150 µl150 µl

 اضيفت المحاليل في الانابيب ومزجت جيدا ووضعت في جهاز الطرد المركزي 
بسرعة 2500 دورة /دقيقة  لمدة5  دقائق ثم اخذ من :

 Supernatant
solvedµl 150.........

Elman reagent4.5ml4.5ml

ــا الناتجــة مــن تتفاعــل الكربــون ثــم يتــم تقديــر الاموني
 –  2,2 لتكــون    Hypochlorite و    Salicylate
Dicarboxy Indophenol الاخــر اللــون ، وتــم 
قــراءة الامتصاصيــة عنــد الطــول الموجــي 590 نانــو 

ــر. مي
ب. المحاليل المستعملة :

تم استعمال المحاليل التالية لتقدير تركيز اليوريا:
 Phosphate المنظــم  الفوســفات  محلــول   -  1
bufferSolution: ويتكــون مــن محلــول الفوســفات 
المنظــم ذي الأس الهيدروجينــي pH= 6.7 وبركيــز60 

مــلي مــول /لــر.
 :  Color Solution الملــون  الكاشــف   -  2
ويتكــون مــن الفوســفات المنظــم  pH 6.7 بركيــز 60 
مــلي مــول /لــر ، و سالســيلات الصوديــوم بركيــز60 
ــر ،  ــز 2 مليمول/ل ــر ، و EDTA  بركي ــول /ل ــلي م م
ونايروبروســيد الصوديــوم بركيــز  32مــلي مــول /

ــر. ــة/ ل ــدة دولي ــز 3000وح ــز بركي ــر، واليوري ل
 :Standard Solution3 - المحلــول القيــاسي
 ويتكــون مــن اليوريــا القياســية بركيــز50  ملغــم/

100 سم3.
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 :Alkaline Solution  4 - لمحلــول القاعــدي
ويتكــون مــن  هايبوكلــورات الصوديــوم بركيــز 40 
مــلي مول/لــر ، وهيدروكســيد الصوديــوم بركيز 150  
ــم تخفيــف 10ســم3 مــن المحلــول  ــر ويت مــلي مــول/ ل
قنينــة  في  المقطــر  المــاء  مــن  ســم3   90 ب  القاعــدي 
ــتعمال. ــن الاس ــظ لح ــم3 وتحف ــعة 100 س ــة س حجمي

 :WorkingSolution العمــل  محلــول   -  5
محلــول  في  الملــون  الكاشــف  إذابــة  مــن  يتكــون 

المنظــم. الفوســفات 
ج. طريقة العمل:

تــم قيــاس تركيــز اليوريــا بالاعتــماد عــى  الخطــوات 
المدرجــة في الجــدول التــالي، كــما وتــم قيــاس كل  تركيــز 

مــن  محاليــل اليوريــا القياســية بواقــع خمســة مكــررات.

SampleStandardBlankReagents

-10 µl-Standard Solution

10 µl--Serum

1 ml1 ml1 ml Phosphate buffer
Solution

تمزج الانابيب عند درجة حرارة o37 ملمدة خمس دقائق
1 ml1 ml1 mlWorking Solution

تمزج الانابيب جيدا وتحضن عند درجة حرارة o37 مثم يتم قياس الامتصاصية 
عند 590 نانومر بواسطة المطياف الضوئي مقابل الكفئ.

د- الحسابات:
قيــد  العينــات  في  اليوريــا  تركيــز  حســاب  تــم 

التاليــة:-  المعادلــة  باســتعمال  الدراســة 
يوريــا الــدم )ملغم/100ســم3( = قــراءة النموذج\  

قــراءة القيــاسي  × 50*
* تركيز المحلول القياسي.

- التحليل الاحصائي:
البرنامــج  باســتخدام  احصائيــا  النتائــج  حللــت 
والانحــراف  المعــدل  لتحديــد   SPSS الاحصائــي 
المجموعتــن  بــن  الفروقــات  وتــم تحديــد  المعيــاري 
باســتخدام اختبــار  T- test عنــد مســتوى معنويــة 
الارتبــاط  معامــل  حســاب  تــم  كــما   ،  )P≤0.05(
Correlation Coefficient لايجــاد العلاقــة بــن 

فعاليــة انزيــم البرولايديــز والمعطيــات الاخــرى قيــد 
الدراســة.

Results and discussion :النتائج والمناقشة
ــز ومســتويات  ــم البرولايدي ــة انزي ــم قيــاس فعالي  ت
الالدهايــد  ثنائــي  ،المالــون  الكلوتاثيــون  مــن   كلا 
ــوي و  ــل الكل ــن بالفش ــال دم المصاب ــا في امص واليوري
مجموعــة الاصحــاء كمجموعة ســيطرة،  اظهــرت نتائج 
الدراســة الحاليــة ان متوســط ± الانحــراف المعيــاري 
 42.015±12.46 كانــت  البرلايديــز  انزيــم  لفعاليــة 
ــت    ــر في أمصــال دم المــرضى في حــن كان ــة /ل وحــدة دولي
158.175±29.67 وحــدة دوليــة /لــر في امصــال دم 

ــدول )1(. ــما في الج ــاء وك الاصح
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متوســط±  ان  اعــلاه  الجــدول  مــن  يظهــر  كــما 
بلــغ  الكلوتاثيــون  لركيــز  المعيــاري  الانحــراف 
4.5±1.8 مــلي مول/لــر في امصــال دم المــرضى في 
حــن كان 7.368±1.25 مــلي مول/لــر لدى مجموعة 
السيطرة، اما الـ MDA   فقد كان 4.17±1.717 ملي 
مول/لــر لــدى المــرضى و ±67.1.29  مــلي مول/لــر 
ــا  ــيطرة، واليوي ــة س ــال دم الاصحــاء كمجموع في امص
لــدى  ملغم/100ســم3   11.45±46.56 كانــت 
المــرضى مقارنــة بـــ 18.74±4.125ملغم/100ســم3 

ــاء. ــدى الاصح ل
انزيــم  فعاليــة  ان  اعــلاه  النتائــج  مــن  يتضــح 
ــن  ــدى المــرضى المصاب ــا ل ــز ينخفــض معنوي البرولايدي
ــتوى  ــد مس ــاء وعن ــة بالاصح ــوي مقارن ــل الكل بالفش
احتــمالي    P ≤ 0.05، وقــد يعــزى ســبب الانخفــاض 
في فعاليــة الانزيــم الى الخلــل الحاصــل في نســيج الكليــة 
ــا  ــما وغني ــدرا مه ــة مص ــبر الكلي ــرض، اذ تعت ــة الم نتيج
ــن  ــد م ــج العدي ــع نتائ ــق م ــذا يتف ــز وه بانزيمالبرولايدي
الدراســات)21-23(. تختلــف نتائــج الدراســة الحاليــة 
مــع نتائــج Akhilesh  ز)17( الذيــن اشــار الى ارتفــاع 
المصابــن  الســكري  مــرضى  لــدى  الانزيــم  فعاليــة 

ســبب  يعــزى  وقــد  متقدمــة،  كلويــة  بالاعتــلالات 
قــد  الحاليــة  الدراســة  في  المــرضى  ان  الى  الاختــلاف 
خضعــوا الى الديلــزة الكلويــة وهــذا ممكــن ان يؤثــر عــى 
 Erbagci فعاليــة العديــد مــن الانزيــمات. كــما واشــار
وجماعتــه )12( الى ان فعاليــة الانزيــم تــزداد مــع ازديــاد 

الاجهــاد التاكســدي.
وارتفــاع  الكلوتاثيــون  تركيــز  انخفــاض  ان 
مســتوى الـــ MDA معنويــا وعنــد مســتوى احتــمالي    
حالــة  لحــدوث  واضحــا  مــؤشرا  يعتــبر   P ≤ 0.05
الاجهــاد التأكســدي والتــي ترافــق غالبــا مــع الاصابــة 
لخلايــا  الحاصــل  للــرر  نتيجــة  الكلــوي  بالفشــل 
نســيد الــكى، حيــث ان زيــادة الجــذور الحــرة وخاصــة 
 Reactive oxygen ــة ــجن الفعال ــاف الاوكس اصن
مضــادات  مســتوى  وانخفــاض   spesies-ROS
Antioxidant مثــل الكلوتاثيــون الــذي  الاكســدة 
يعتــبر خــط الصــد الاول ضــد الاجهــاد التاكســدي 
اقتنــاص الجــذور الحــرة )24و25(،  ودوره الهــام في 
مســببا انخفــاض مســتويالكلوتاثيون نتيجــة اســتهلاكه، 
الى   GSH الفعــال  المختــزل  الشــكل  مــن  وتحولــه 

GSSGز)26(. الفعــال  غــر  المؤكســد  الشــكل 

جدول )1(: 
متوسط ± الانحراف  المعياري لفعالية البرولايديز وتراكيز كلا من الكلوتاثيون ،
المالون ثنائي الالدهايد واليوريا في امصال المصابين بالفشل الكلوي والاصحاء

Parameters 
Mean±SD

P-Value
Control )31( Patients )33(

Prolidase IU/L 158.175±29.67 42.015±12.46 0.005

GSH )mmol/L( 7.368±1.25 4.5±1.8 0.005

MDA )mmol/L( 1.29±.67 4.17±1.717 0.005

Urea )mg/dl( 18.74±4.125 46.56±11.45 0.005
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ــا  ان الارتفــاع المعنــوي الحاصــل في مســتوى اليوري
لــدى المرضيوعند مســتوى احتــمالي    P ≤ 0.05 مقارنة 
بالاصحــاء والمتحصــل عليــه مــن خــلال نتائج الدراســة 
الحاليــة يتوافــق مــع نتائــج Vanholder وجماعته)27( 
الذيــن اعتــبروا ان اليوريــا احــدى مــؤشرات الاحتجــاز 
البــولي في مــرض  التهــاب الــكى المزمــن وان ارتفــاع 
مســتوى اليوربــا في الــدم هــو احــد اهــم العلامــات 
عــى مــرض  التهــاب الــكى المزمــن والفشــل الكلــوي 
واحــد طــرق اختبــار كفــاءة الكلية.كــما وتتفــق النتائــج 
 Walserواخــرون)28( ، و Makiko مــع كل مــن

ــرون)29(. واخ
تــم دراســة علاقــة الارتبــاط بــن فعاليــة انزيــم 

البرولايديــز وتركيــز كلا مــن الكلوتاثيــون والمالــون 
النتائــج  اظهــرت  وقــد  واليوريــا،  الالدهايــد  ثنائــي 
فعاليــة  موجبةبــن  معنويــة  ارتبــاط  علاقــة  وجــود 
انزيــم البرولايديــز وتركيــز الكلوتاثيــون وكانــت قيمــة 
ــاط r=0.483 وكــما في الشــكل )1(، في  معامــل الارتب
ــة  ــر معنوي ــة وغ ــاط ضعيف ــة الارتب ــت علاق ــن كان ح
بــن فعاليــة الانزيــم وتركيــز اليوريــا والمالــون ثنائــي 
ــا  ــع اليوري ــة م ــت موجب ــة كان ــد الا ان العلاق الالدهاي
وســالبة مــع الـــ MDA وكــما في الشــكلن )2 و3( عــى 
الرتــب، لم تــر الادبيــات الى دراســة علاقــة الارتبــاط 
بــن فعاليــة انزيــم البرولايديــز والمعطيــات قيد الدراســة 

ــوي.  ــل الكل ــرضى الفش ــدى م ل

شكل)1( علاقة الارتباط بين انزيم
 البرولايديز والكلوتاثيون في مجموعة المرضى.

شكل)2( علاقة الارتباط بين انزيم 
البرولايديز واليوريا في مجموعة المرضى

شكل)3( علاقة الارتباط بين انزيم البرولايديز والمالون ثنائي الالدهايد  في مجموعة المرضى.
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جدول )2(: قيم علاقات الارتباط بين المعطيات قيد الدراسة 

Correlations
GSH Prolidase Urea MDA

GSH

Pearson Correlation 1 .483** -.051 .056

Sig. )2-tailed( .004 .780 .756

N 33 33 33 33

Proli-
dase

Pearson Correlation .483** 1 .007 -.040

Sig. )2-tailed( .004 .970 .826

N 33 33 33 33

Urea

Pearson Correlation -.051 .007 1 .496**

Sig. )2-tailed( .780 .970 .003

N 33 33 33 33

MDA

Pearson Correlation .056 -.040 .496** 1

Sig. )2-tailed( .756 .826 .003

N 33 33 33 33
**. Correlation is significant at the 0.01 level )2-tailed(.

ويوضــح الجــدول )2( قيــم علاقــات الارتبــاط 
ويظهــر  الدراســة،  قيــد  المعطيــات  بــن  والاحتماليــة 
كانــت  المعنويــة  الارتبــاط  علاقــة  ان  الجــدول 
اذ  الالدهايــد  ثنائــي  والمالــون  اليوريــا  تركيــز  بــن 
في  وكــما   r=0.496 الارتبــاط  معامــل  قيمــة   كانــت 

الشــكل )4(، في حــن كانــت جميــع العلاقــات الاخــرى 
 Reshma غــر معنويــة، وهــذه النتائج تتفــق مع نتائــج 
وجماعتــه )30( الذيــن اشــاروا الى وجــود علاقــة ارتباط 
معنويــة بــن تراكيــز اليوريــا والمالــون ثنائــي الالدهايــد 

لــدى المــرضى المصابــن باعتــلالات كلويــة.

شكل)4( علاقة الارتباط بين اليوريا والمالون ثنائي الالدهايد في مجموعة المرضى.
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الاستنتاجات:

نستنتج من خلال الدراسة الحالية:
1 - نتيجــة الاصابــة بالفشــل الكلــوي  تنخفــض فعاليــة 
انزيــم البرولايديــز مــع زيــادة مســتوى الاجهــاد 

ــدي. التاكس
ــم  ــة انزي ــن فعالي ــة ب ــاط معنوي ــة ارتب ــود علاق 2 - وج
البرولايديــز وخــط الدفــاع الاول ضــد الجــذور 
دم  امصــال  في  بالكلوتاثايــون  والمتمثــل  الحــرة 

المــرضى. 

التوصيات:

من خلال الدراسة الحالية نوصي بمايلي:
ــدى  ــز ل ــم البرولايدي ــة انزي ــة لفعالي ــة حركي 1 - دراس

ــوي. ــل الكل ــن بالفش ــرضى المصاب الم
2 - دراســة العلاقــة بــن فعاليــة انزيــم البرولايديــز 

ومختلــف الامــراض الكلويــة المزمنــة.
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