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5فعالية وخواص أنزيم 
\

   نيوكليوتايديز في السائل الأمنيوني البشري- 
  

  رجاء عبد الرحمن الطائي       منى حسين جانكير 

  قسم علوم الحياة 
  كلية العلوم 

  جامعة الموصل
  

   )2009 /5  /4 تاريخ القبول  ؛  2009 / 3 /19تاريخ الاستلام (
  

  الملخص 

5اص أنـــزيم تـــضمن البحـــث الحـــالي دراســـة فعاليـــة وخـــو
\

   نيوكليوتايـــديز - 

(5
\
- Nucleotidase, EC.3.1.3.5) في السائل الأمنيوني البشري باستخدام الطريقة اللونية، إذ أعطى الأنزيم 

، بدالـة   HCl -الباربوجريـت  ملي مولار من المحلول المنظم       40أفضل فعالية في خليط التفاعل المكون من        

5ر أدينوسين    ملي مولا  11 والحاوي على    7.5حامضية  
\

5) أحادي الفوسفيت    - 
\
-AMP)    كمادة أساس وحجم 

 م  ° 37 مايكروليتر، حضن خليط التفاعل بدرجة حـرارة         50مساويا لـ   ) الأنزيمحجم  (من السائل الأمنيوني    

 لكل وحدة (66.7 ± 0.32)تحت هذه الظروف المثالية ، تبين أن الفعالية الأنزيمية مساوية لـ .  دقيقة30لمدة 

  . السائل الأمنيونيمن لتر 

5أنزيم : الكلمات الدالة 
\

5أدينوسين  نيوكليوتايديز ، - 
\

  .السائل الأمنيوني البشري  أحادي الفوسفيت ، - 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Activity and Properties of  5
\
- Nucleotidase in Human Amniotic Fluid 
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ABSTRACT 

The present research includes a study of activity and properties of 5
\
 - Nucleotidase 

(5
\
-NT, EC.3.1.3.5) was determined in human amniotic fluid using coloremetric method. 

Maximal activity of the enzyme was obtained in a reaction mixture containing 40 mM of 
Barbiturate-HCl buffer at pH 7.5 containing 11 mM of adenosine 5

\
- monophosphate (5

\
-

AMP) as a substrate and 50 µl of amniotic fluid (Enzyme volume). The reaction mixture 
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was incubated at 37°C for 30min, under the optimum condition. The enzyme activity equal 
to (66.7±0.32) unit per liter in amniotic fluid.  

 
Keywords: 5

\
 - Nucleotidase, adenosine 5

\
-monophosphate, Human amniotic fluid. 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
  المقدمة

الجنين كائن حي وهو جوهر الحياة وأساسها ، يحيط به في الرحم الكيس الأمنيوني الذي يحتوي علـى                

 ,Amniotic fluid (AF) (Carlsonسائل راكد معقد جداً وحيوي له وظائف عديدة يدعى بالسائل الأمنيوني 

 Gardner and)لتشخيص الحالات الوراثية والفسلجية والكيموحيوية اللاطبيعيـة للجنـين    ، يستخدم (1981

Sunstad, 1984)       كما يستخدم لتشخيص حالة وصحة الجنـين مـن خـلال دراسـة تركيبـه الكيميـائي ، 

(WhAitifield, 1995) أنزيماً في السائل الأمنيوني ، ولكن أصل وجودها غير معروف 30، ووجد أكثر من 

  . (Gadd, 1977)كثر التطبيقات الهادفة للتحليل الأنزيمي هو تحديد الخطأ الولادي للأيض وأ

تكمن أهمية تقويض النيوكليوتيدات في مواجهة التكوين المستمر لهذه المركبات بالمـسارين الحقيقـي              

 الطبيعية للخلايـا    ، وذلك من أجل المحافظة على كمية هذه المركبات بما يتناسب والحالة           )الاسترداد(والإنقاذ  

(Adams, et al., 1986) . ومن الأنزيمات التي تشترك في تجديد الـDNA (DNA turn-over)  هي تلـك 

5ات ومنهـا  ينالأنزيمات التي تتواجد في مسار العمليات الحياتية للبيورينات والبريميد
\

 - نيوكليوتايـديز   - 

Nucleotidase 5
\

يوكليوسيد فوسفوريليز والكوانيز والزانثين أوكـسيديز       دي أمينيز والبيورين ن    الأدينوسين و 

   2008جـانكير،   (والتي لها وظائف رئيـسية فـي الأيـض التقويـضي ومـسار الانقـاذ للنيوكليوتيـدات                  

(Kavutcu and Melzing, 1999 ; .   وتجري عملية تكوين النيوكليوتيدات وتقويضها بصورة مـستمرة فـي

5د الخلايا ، فالتحلل المائي للنيوكليوسـيد        الخلايا وذلك أثناء عملية نمو وتجد     
\

 أحـادي الفوسـفيت عنـد       - 

5إذ يمثل أنزيم    . مستويات مختلفة وضمن أنظمة خلوية مختلفة ، يكون ذا استخدامات فسيولوجية مختلفة             
\

 - 

 ـ ATPنيوكليوتايديز الخطوة الأنزيمية النهائية ضمن سلسلة تؤدي إلى تحويل أدينوسين ثلاثي الفوسفيت              ى  إل

   . (Kavutcu and Melzing, 1999)الذي يستخدم في استراداد النيوكليوتيدات ) أدينوسين(نيوكليوسيد 

5يعد أنزيم 
\
-NT    أحد المتناظرات الأنزيمية التي يمتلكها أنزيم النيوكليوتايديز المتخـصص ، وهنـاك 

المتناظر المرتبط بالجدار الـذي     و) ذائب في السايتوبلازم  (نوعان من المتناظرات ، المتناظر السايتوبلازمي       

Ecto-5يسمى 
\
-Nucleotidase   يكون مرتبطاً بالسطح الخارجي للخلية ، ويدخل في عملية الأيض الخلـوي 

 ، أما دور المتناظر السايتوبلازمي ، فإنـه  (Bianchi and Spychala, 2003)للنيكليوتيدات كأنزيم خارجي 

 أو عـن    الأدينوسـين  إلى   AMP داخل الخلية عن طريق      ATP  الأدينوسين ثلاثي الفوسيت   يرتبط مع تحلل  

كليوتيدات الداخلية يـتم تنظـيم      و إلى أنيوسين ، وهذا يوضح أن الني       IMPطريق الأنيوسين أحادي الفوسفيت     

   .(Hokari and Sakagishi, 1992)عملية تحللها بوساطة الأنزيم السايتوبلازمي 
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5يعد أنزيم   
\
-NT    لانتشار في الحيوانات والنباتات والأحياء المجهرية، وكـذلك         من الأنزيمات الواسعة ا

وأعضاء جسم الانسان كمـصل الـدم،       نسج  وهو موجود في العديد من      ،  بعض أنواع الابتدائيات والطفيليات   

الكلية، العظام، الغشاء الجنيني، المشيمة، الـسائل       ،   العصبية، الرئتين، القلب، الكبد    نسجكريات الدم الحمر، ال   

 ,Zimmermann ؛ 2008 ؛ الجماس والخان، 2006 ؛ الطائي، 2000، الطائي(يوني وفي شبكية العين منالأ

1992; Reis, 1950 ; Galerne et al., 1973 ; Klemens et al., 1990 ( .  

5تهدف الدراسة الحالية تحديد فعالية أنزيم       
\
-NT   ثم الخواص الحركيـة المثلـى      ،   في السائل الأمنيوني

، فترة التحضين، درجة الحرارة، تركيز      )حجم الأنزيم (نزيم من خلال إيجاد حجم السائل الأمنيوني        لفعالية الأ 

الدالة الحامضية وتركيز المادة الأساس، إذ أن جميع هذه العوامل تؤثر على معدل سـرعة               ،  المحلول المنظم 

  .التفاعل الأنزيمي

  المواد وطرائق العمل

  العينات 

 من الأمهات الحوامـل   AF (Aminiotic fluid(السائل الأمنيوني من ة  عينات عشوائي(10)تم جمع 

المراجعـات لمستـشفى   ، 2008 سنة فـي سـنة   (17 – 35)عمار تراوحت من مراض وبأغير المصابات بأ

 مـن   AFتـم سـحب     . الخنساء التعليمي في مدينة الموصل بمساعدة الطبيبة الاختصاصية في صالة الولادة          

 وذلك بعد الفحص والتأكد من عـدم  Trans vaginalالولادة ببضع ساعات عبر المهبل الأمهات الحوامل قبل 

 ومن ثم سحب السائل بهدوء من داخل Sim's speculum فيه، وباستخدام AFتمزق الأغشية الجنينية وتجمع 

ة وسـهلة   الغشاء الأمنيوني بوساطة محقنة معقمة ونقل السائل مباشرة إلى المختبر، وهذه الطريقة أقل خطور             

 Albal et al., 1992; Escobar)الإنجاز ويمكن الاعتماد عليها في الفحوصات الكيموحيوية والبكتريولوجية 

et al., 1993) .  منه في أنبوبة 3 سم5ثم أخذ السائل الأمنيوني ووضع Plane tube   وعرّض الـسائل إلـى ،

، ثم فـصل الراشـح عـن         دقائق 10لمدة   دقيقة و  لكل دورة   3000عملية نبذ بجهاز الطرد المركزي بسرعة       

  الراســب، وأخــذ الراشــح ونقــل إلــى أنبوبــة ثانيــة وجمــدت إلــى حــين قيــاس فعاليــة أنــزيم   

5
\
-NT .  

5تقدير فعالية أنزيم 
\

   نيوكليوتايديز - 

5قدرت فعالية أنزيم    
\

في السائل الأمنيوني اعتمادا على الطريقة اللونية المتبعة من قبل            نيوكليوتايديز - 

Wood   و Williams (1981)  ،             التي تعتمد على قياس كمية الفوسفات المتحرر من تفاعل الأنـزيم والمـادة

5الأساس 
\
-AMP.   

 فتـرة   الأمثل للأنـزيم،  إيجاد التركيز    وذلك من خلال     لأنزيملالمثلى  بعض الخواص الحركية    وحددت  

، التركيز الأمثل للمحلـول المـنظم      الأنزيم،   حرارية المثلى لفعالية  الدرجة ال ،  التحضين المثلى لفعالية الأنزيم   

5)إيجاد التركيز الأمثل للمادة الأساس  والدالة الحامضية المثلى لفعالية الأنزيم
\
-AMP) .  
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  النتائج والمناقشة

5تم تحديد الفعالية التمهيدية لأنزيم      
\

 نيوكليوتايديز في السائل الأمنيوني للانـسان حـسب طريقـة           - 

Wood و Williams (1981) وهذا يعطي مؤشراً إلى . لتر /  وحدة (41.88 ± 0.22) ، إذ كانت مساوية لـ

ــزيم     ــى أن ــسائل عل ــواء ال ــى احت ــشير إل ــذي ي ــوني ، وال ــسائل الأمني ــي ال ــزيم ف ــود الأن   وج

5
\

 (Kavutcu and Melzing, 1999) نيوكليوتايديز أحد أنزيمات مسار الإنقاذ للنيوكليوتيدات البيورينيـة  - 

 حول وجود فعالية عـدد مـن الأنزيمـات          (1973) وجماعته   Galerneيجة تتفق مع ما توصل إليه       وهذه النت 

5ومنها أنزيم   
\

أنزيم لا يمكن   فعالية أي   وكما هو معروف فإن     .  نيوكليوتايديز في السائل الأمنيوني للإنسان     - 

 لـذا فمـن     .لظـروف المثاليـة   الاعتماد عليها في الظروف التمهيدية ، بل تعتمد على الفعالية الأنزيمية في ا            

  . الضروري تثبيت هذه الأهداف بغية إيجاد قيم حقيقية تعبر عن نشاط الأنزيم 

5قيست فعالية أنزيم    
\

   نيوكليوتايديز بوجود حجوم مختلفة من الـسائل الأمنيـوني تراوحـت بـين             - 

ل، إذ يلاحـظ عنـد ثبـوت     العلاقة بين فعالية الأنزيم وحجم الـسائ (1)يبين الشكل .  مايكروليتر(20 – 70)

د سـرعة   ، تزدا )الدالة الحامضية فترة التحضين و  تركيز المادة الأساس ، درجة الحرارة ،        (العوامل الأخرى   

 مايكروليتر من الـسائل     50، إذ بلغت أقصى حد لها عند        )الأنزيمحجم  (التفاعل الأنزيمي بزيادة حجم السائل      

المضاف إلى خليط التفاعل، وهذا     ) الأنزيمحجم  (ادة حجم السائل    الأمنيوني، ثم انخفضت الفعالية بعد ذلك بزي      

من حيث كون فعالية الأنزيمات تتناسب تناسباً طرديـاً مـع تركيزهـا              العلمية   وراتـنشالمما أشارت إليه    

(West et al., 1966) .  في دراسـة فعاليـة   (2000)مع ما توصلت إليه الطائي متشابهة النتائج كما أن هذه 

5أنزيم 
\

  . الحجم في جميع التجارب اللاحقةهذا لذلك استخدم .  نيوكليوتايديز في مصل دم الإنسان- 
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5تأثير الحجوم المختلفة من السائل الأمنيوني على فعالية أنزيم  : 1الشكل 
\

   نيوكليوتايديز- 
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5فعالية أنزيم تم قياس 
\

  يبـين  ، إذ دقيقـة  (0 – 50) نيوكليوتايديز في فتـرات تحـضين مختلفـة    - 

5 أن فعالية أنزيم     (2)الشكل  
\

  ) زمـن التفاعـل   (التحـضين    نيوكليوتايديز تزداد خطياً مع زيـادة فتـرة          - 

   دقيقة من بدء التفاعل، ثم أعقبها انخفاضاً في الفعاليـة عنـد زيـادة فتـرة التحـضين، وربمـا                     30ولغاية  

   ؛  2000الطـائي،   (يعود ذلك إلى نفاذ المادة الأساس، وهذه النتيجة متطابقة مع ما أشـار إليـه كـل مـن                    

Wood and Williams, 1981( دقيقة من بدء التفاعل كزمن مثالي لقيـاس فعاليـة   30، لذا تم استخدام فترة 

  .الأنزيم في التجارب اللاحقة

5كما تم قياس فعالية أنزيم 
\

م، ° (10 – 50) نيوكليوتايديز في درجات حرارية مختلفة تراوحت بين - 

 ـ              (3)يوضح الشكل    د درجـة    زيادة درجة الحرارة أدت إلى زيادة في فعالية الأنزيم، وبلغت أعلى حدٍ لها عن

م ، أعقبها انخفاض الفعالية بزيادة درجة الحرارة، وبشكل واضح بسبب حصول تغير في طبيعة               ° 37حرارة  

 مما يؤدي إلى فقدان الأنزيم لفعاليته ، وبذلك يكون الأنزيم من الأنزيمات التي تعمـل             Denaturationالأنزيم  

 فـي   (2006) والطـائي    (1977)إليه أحمـد    في درجات حرارة معتدلة، وهذه النتيجة متطابقة مع ما توصل           

  . م هي الدرجة الحرارية المثالية لقياس فعالية الأنزيم ° 37مصل الدم البشري الطبيعي، لذا تم اختيار 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

5العلاقة بين فترة التحضين وفعالية أنزيم  : 2الشكل   
\

   نيوكليوتايديز في السائل الأمنيوني - 
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تمتاز المحاليل المنظمة بكونها تقاوم أي تغيير في تركيز أيون الهيدروجين عند إضافة كميات قليلة من                

. الحامض أو القاعدة إلى المحلول ، وتعد معرفة تركيز المحلول المنظم أمراً ضرورياً لقياس فعالية الأنـزيم                

5قيست فعالية أنزيم 
\

 Barbiturate – HClن المحلـول المـنظم    نيوكليوتايديز باستخدام تراكيز مختلفة م- 

 أن أعلـى فعاليـة   (1)، أظهرت النتائج في الجدول 7.5 ملي مولار وبدالة حامضية (10 – 60)تراوحت بين 

  . ملي مولار40للأنزيم في حالة استخدام المحلول المنظم بتركيز 

   

5 على فعالية أنزيم Barbiturate – HClتأثير تراكيز مختلفة من المحلول المنظم  : 1الجدول      
\    

 -          

    نيوكليوتايديز في السائل الأمنيوني

 للفعالية+ % 
  *الفعالية الأنزيمية 

   الخطأ القياسي±المعدل 

  تركيز المحلول المنظم

 ملي مولار
48 0.63 ± 21.98 10 
60 0.11 ± 27.44 20 
72 0.31 ± 32.72 30 
100 0.55 ± 45.71 40 
58 0.42 ± 26.67 50 
38 0.78 ± 17.41 60 

 10: عدد العينات  والخطأ القياسي هو لثلاث مكررات   المعدل الأرقام تمثل لتر     / وحدة : ية الأنزيمية الفعال* 

   % . 100أحتسبت على أساس أعلى فعالية هي : النسبة المئوية للفعالية + 

5ير درجة حرارة التفاعل على فعالية أنزيم تأث : 3الشكل 
\

   نيوكليوتايديز في السائل الأمنيوني - 

 ) م°(درجة الحرارة
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5تم قياس فعالية أنزيم     
\

 40 وبتركيزه الأمثل    HCl  الباربوجريت   ول المنظم  نيوكليوتايديز في المحل   - 

 أن أعلى فعالية للأنزيم كانـت عنـد اسـتخدام           (4)، يبين الشكل    (pH)ملي مولار مع تغير الدالة الحامضية       

الطـائي ،   (تتفق هذه النتائج مع ما توصل إليه كل مـن            . 7.5مسبقاً بدالة حامضية    المحلول المنظم المذكور    

وضمن مدى الدالة الحامـضية المثلـى للأنـزيم    ) ; Wood and Williams, 1981 2006 ؛ الطائي، 2000

 ملي 40لذلك استخدم المحلول المنظم بتركيز  . (Kaplan and Pesce, 1989) (7.2 – 7.9)المحصورة بين 

  .  كمحلول منظم أمثل لتحديد فعالية الأنزيم في التجارب اللاحقة7.5مولار وبدالة حامضية 

   ملـي مـولار مـن المحلـول المـنظم           40ية الأنزيم في خليط التفاعـل المتكـون مـن           قيست فعال 

5 وتراكيز مختلفة من الأدينوسين 7.5 بدالة حامضية HCl  -الباربوجريت 
\

5)أحادي الفوسـفيت  -
\
-AMP)  

5) تأثير التراكيز المختلفة مـن  (5) ملي مولار ، يبين الشكل (1 – 15)كمادة أساس تراوحت بين 
\
-AMP)   

على سرعة التفاعل الأنزيمي عند بقاء تركيز الأنزيم ثابتاً ، إذ وجد أن التراكيز الواطئة تؤدي إلى زيادة في                   

سرعة التفاعل وتكون متناسبة مع تركيز المادة الأساس، فعند زيادة تركيز المادة الأسـاس تـزداد سـرعة                  

 في سرعة التفاعل، وأظهرت النتائج أن تشبع        التفاعل الأنزيمي حتى تصل إلى نقطة لا تحدث بعدها أية زيادة          

  . ملي مولار11الأنزيم بالمادة الأساس كان عند تركيز 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
5تأثير الدالة الحامضية على فعالية أنزيم  : 4الشكل 

\
  ي  نيوكليوتايديز في السائل الأمنيون- 
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5يتضح مما سبق التعرف على الظروف المثالية لقياس فعالية أنزيم           
\

 نيوكليوتايـديز فـي الـسائل       - 

  وف تبـين أن الفعاليـة الأنزيميـة مـساوية          ، وتحـت هـذه الظـر      (2)الأمنيوني، كما موضح في الجدول      

 حول وجود Gadd (1977)لتر من السائل الأمنيوني، وهذا يتفق مع ما أشار إليه /  وحدة (66.7 ± 0.32)لـ 

 أنزيماً في السائل الأمنيوني، ولكن أصل وجودها غير معروف، وأكثر التطبيقات الهادفة للتحليل              30أكثر من   

لذا تعد هذه الدراسة أول دراسة في القطر تؤيد بصورة مباشـرة    .  الولادي الأيضي  الأنزيمي هو تحديد الخطأ   

5تواجد أنزيم   
\

 نيوكليوتايديز في السائل الأمنيوني والذي يشترك في تقويض النيوكليوتيدات، وغالبـاً مـا              - 

لطبيعية والقيم فـي    وبذلك نجد أن توفر المعلومات وخاصة القيم ا       . النيوكليوتيدات) استرداد(يستخدم في انقاذ    

5الحالات المرضية لأنزيم    
\

 نيوكليوتايديز يمكن الاستفادة منها كأداة تشخيـصية للعديـد مـن الأمـراض              - 

  . مل وعند الأطفال الحديثي الولادةوعلاجها ، وخصوصاً التي تحدث أثناء الح

  

5 لقياس فعالية أنزيم اليةالظروف المث : 2الجدول        
\

  في السائل الأمنيوني نيوكليوتايديز - 
  القيمة المثلى  الظروف المستخدمة

   مايكروليتر50  )حجم الأنزيم(حجم السائل الأمنيوني 

   دقيقة30  فترة التحضين

  م° 37  درجة الحرارة

   ملي مولارBarbiturate – HCl  40تركيز المحلول المنظم 

 7.5  الدالة الحامضية للمحلول المنظم

5)تركيز 
\
-AMP) ) ملي مولار11  )ة الأساسالماد   

-تركيز AMP5
\
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5على فعالية أنزيم )  
\

   نيوكليوتايديز في السائل الأمنيوني - 
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