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 المجلة العراقية للعلوم

 
الحر والمقيد من العزلة المحلية ) L-asparaginase(دراسة مقارنة للصفات الحركية للاسباراجينيز

Pseudomonase aeruginosa 
  

  غازي منعم عزيز
                        .  العراق- بغداد.قسم التقنيات الاحيائية، كلية العلوم، جامعة بغداد

  

  الخلاصة
 تمثلت P.aeurginosaباراجينيز المنقى من العزلة المحلية لبكتريا اختبرت خمس طرائق لتقييد الاس

بالحجز في هلام الاكريل امايد والاكار والجينات الصوديوم والربط العرضي للجيلاتين المعامل بالكلوتر 
ل ودلت النتائج ان التقييد بالجيلاتين المعام .DEAE-celluloseالديهايد والربط الايوني بالمبادل الايوني 

من فعالية الانزيم من فعالية الانزيم %53.5بالكلوترالديهايد افضل هذه الطرائق حيث احتفظ الانزيم المقيد بـ
،على ) 8.5-6( و7.5وكانت قيم الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية وثبات الانزيم المقيد مساوية الى . الحر 

واحتفظ الانزيم المقيد بكامل فعاليته عند حضنه  .اليعلى التو )8-7.5( و8.5التوالي والانزيم الحر عند القيم 
. º م37- 25والانزيم الحر عند حضنه في درجات حرارة من ° م45-25 دقيقة في درجات حرارة من 30لمدة 

 للانزيم المقيد Vmax والسرعة القصوى Kmدرست الثوابت الحركية للانزيم وظهر ان قيم ثابت ميكاليس 
 16.7 مولار و 10-4× 0.25دقيقة بينما للانزيم الحر بلغت / مايكرومولار12.2  مولار و410-× 0.46كانت 

  L-glutamine   و L-asparagineدقيقة ،واظهر الانزيم المقيد تخصصا تجاه مادتي التفاعل /مايكرومولار
من الخزن من فعاليتهما الاصلية بعدالاسبوع الثالث %51و%90.2واحتفظ كل من الانزيم المقيد والحر بحوالي 

  .° م4في درجةحرارة 
 

COMPARATIVE STUDY ON KINETIC PROPERTIES OF FREE AND 
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Abstract 

The purified asparaginase from local isolate of P. aeruginosa.was immobilized 
by gel entrapment using polyacrylamide,agar,sodium alginate,ionic binding on 
ionexchanger using DEAE-cellulose and immobilized in gelatin by cross-linking 
with glutaraldehyde. 
The later method was the most efficient method for immobilization since the 
immobilized enzyme retained about 53.5% of original activity of free enzyme. The 
optimal pH for immobilized enzyme activity was 7.5 and the enzyme was most 
stable at pH 6-8.5, while the values of optimal pH for activity and Stability of free 
enzyme were 8.5 and (7.5-8) respectively. The immobilized enzyme retained its 
original activity when incubated at   25-45C° for 30 min., while the free enzyme 
retained its original activity after 30 min. at 25-37C°. The obtained values of 
Michaelis constant (Km) and Vmax for immobilized enzyme were 0.46×10-4 M and 
12.2 µM/min.,respectively ,and the Km and Vmax for free enzyme were 0.25×10-4 
M and 16.7 µM/min,respectively. The immobilized enzyme was highly specific 
towards L-asparagine and L-glutamine. The free and immobilized enzyme retained 
about 90.2% and 51% of its original activity after 3 weeks of storage at 4 C°. 
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  المقدمة  
احد انزيمات ) L-asparaginase(يعد انزيم الاسباراجينيز      
ـــــــــل  المـــــــــائي الت  EC3.5.1.1    (L-asparagine(حل

aminohydrolase  الذي يعمل على تحليل الحـامض الامينـي 
 -L (الـى حـامض الاسـبارتيك ) L-asparagine(الاسـباراجين 

aspartic acid ( والامونيـاAmonia) 1 .( ســجلت العديـد مــن
الادبيــات العلميــة ان معظــم انزيمــات الاســباراجينيز مــن انزيمــات 

 التـي تفـرز داخـل Intracellular enzymes)(خلـوي –اخل الـد
 (             الخليـة ضـمن الـسايتوبلازم اوالفـراغ  البيربلازمـي 

(Perplasmic اثناء النمو الطبيعي للخلايا البكتيرية)سـجل ). 2
وجــود الانــزيم فــي مــصل الحيوانــات مثــل خنــازير غينيــا وفــي كبــد 

، كــذلك ) 4(Pisum sativumوفـي النباتــات مثـل ) 3(الـدجاج 
، فـضلا عـن ذلـك فقـد اتجـة )5(لوحظ وجود الانـزيم فـي الانـسان 

البـــــــاحثين لانتـــــــاج الانـــــــزيم مـــــــن الاحيـــــــاء المجهريـــــــة كالبكتريـــــــا 
Escherichia coli و   Pseudomonas aeruoginosa  

 Penicillum و Aspergillus nigerومــن الاعفــان مثــل 

comemberti  والخميــرة Saccharomyces cerevisiae 
وذلـــك لحاجـــة المؤســـسات الـــصحية الـــى كميـــات كبيـــرة منـــه ) 6(

ــــــا  ــــــيط نمــــــو الخلاي ــــــدوره الفعــــــال فــــــي تثب ــــــة ل للاغــــــراض العلاجي
ان اختـــزال مـــستويات ). 7(الـــسرطانية خاصـــة الخلايـــا اللمفاويـــة 

التــي تعــد مــن )(glutamine(حامــضي الاســباراجين والكلوتــامين 
مـــن الـــدم باســـتخدام ) رطانيةالعوامـــل الاساســـية لنمـــو الخلايـــا الـــس

انزيمــــات الاســــبارجينيز والكلوتــــامينيز ذو اهميــــة علاجيــــة كبيــــرة 
جعلهـــا تمتلـــك مجـــالات تطبيقيـــة واســـعة بكونهـــا عقـــاقير مـــضادة 
لانــــواع عديــــدة مــــن الــــسرطانات  مثــــل ابيــــضاض الــــدم اللمفــــاوي 

  (Acute myelobastic lympholeukoses )الحــــاد 
-Non)  و  (Acute myelomonocytic leukemia)و

Hodgkin`s lymphoma)  فـضلا عـن اسـتخدامه فـي عـلاج 
احـــــد نـــــواع الاورام الجلديـــــة الناتجـــــة بفعـــــل الاصـــــابة بالفـــــايروس 

Epstein-Barr virus )8ولاجــــــل تقليــــــل التــــــاثيرات ). 9 و
عنــد اســتخدام هــذه الانزيمــات فــي العــلاج فقــد ) الــسمية(الجانبيــة 

بطرائـق متنوعـة مثـل الترابطـات فضل الباحثون الى تقييـد الانـزيم 
 والادمــــصاص الفيزيــــائي علــــى (cross linking)العرضــــية 

والــــــــــربط ) (physical adsorptionاســــــــــطح الــــــــــدعائم 
 covalent( والـــربط التـــساهمي (Ionic binding)الايـــوني

binding ( وطرائـــق الحجـــز فـــي الهـــلامgel entrapment) (
 sodium alginateوالحجــــــز بالجينــــــات الــــــصوديوم 

entrapment)) (10( وتتـــاتي اهميـــة هـــذه الطرائـــق فـــي تقييـــد ،

الانــــزيم لاجــــل زيــــادة ثباتــــه تجــــاه الظــــروف المتطرفــــة مــــن الــــرقم 
الهيدروجيني ودرجات الحرارة مع احتفاظه بفعاليته العالية كعامل 

وتــــشير الادبيــــات . مــــضاد للتــــسرطن مقارنــــة مــــع الانــــزيم الحــــر 
ــا العلميــة الــى الــربط التــساهمي للاســبا راجينيز المنقــى مــن البكتري

E.coli على الاسطح الخارجية للالياف المجوفة المكونة لجهاز 
 لغــرض عــزل الانــزيم عــن الجهــاز Hemodialyzerتنقيــة الــدم 

كما تم ربط الانزيم تـساهميا مـع الكلايكـول ).11(المناعي للجسم 
 حيــث PEG-L-asparaginaseمتعــدد الاثيلــين لتكــوين المعقــد 

 فـــي half-lifeزيم المقيـــد بزيـــادة فـــي عمـــر النـــصف احـــتفظ الانـــ
مــصل الــدم مــع  انخفــاض ردود الفعــل المنــاعي تجاهــه ممــا يزيــد 

ان ). 12(مــــن فرصــــة فعاليــــة العقــــاقير علــــى الاورام الــــسرطانية 
تحديــد الــصفات او الثوابــت الحركيــة لاي انــزيم يــساعد علــى فهــم 

ي مؤشـــرا اليـــة تنظـــيم المـــسارات الحيويـــة داخـــل الخليـــة كمـــا تعطـــ
لقـد ).2(واضحا على تركيز المركبات الايضية فـي الخليـة الحيـة 

وجــود تفــاوت فــي قــيم  اثبتــت الدراســات المتعلقــة بهــذا الخــصوص
 والـــــــــــرقم Vmaxوالـــــــــــسرعة القـــــــــــصوى Kmثابـــــــــــت ميكـــــــــــاليس 

الهيـــدروجيني ودرجـــة الحـــرارة لفعاليـــة وثبـــات انـــزيم الاســـباراجينيز 
لتفاعـــل ومــصدر الانـــزيم الحــر والمقيــدوذلك تبعـــا لكــل مـــن مــادة ا

 للانــزيم المنقــى مــن بكتريــا Vmaxو  Km ،حيــث بلغــت قيمــة 
Erwinia carotovara ـــــــــــ  0.9 مــــــــــولار و10-4×1  ب

دقيقة ،علـى التـوالي تجـاة الاسـباراجين كمـادة تفاعـل /مايكرومولار
 1ســبرجينيزمــولار للا10-3×3.5 بحــدود Kmكمــا كانــت قيمــة 

 Kmفيمـــا ســـجلت قـــيم ). k12 E.coli) 13المنقـــى مـــن بكتريـــا 
ـــــا بحـــــدود  ـــــازير غيني ـــــزيم الاســـــباراجينيزالمنقى مـــــن مـــــصل خن لان

). 3( مــــولار باســــتخدام الاســــباراجين كمــــادة تفاعــــل 5-10×3.2
 تفـــاعلا P.acidovaronsواظهـــر الانـــزيم المنقـــى مـــن البكتريـــا 

 10-5× 1.5ســــباراجين لثابــــت ميكــــاليس مقــــداره تجــــاه مــــادة الا
ولقلـــة الدراســـات المحليـــة حـــول تقييـــد هـــذه الانزيمـــات ).13(مــولار

المهمـــة علاجيـــا فقـــد هـــدف البحـــث الـــى اختبـــار بعـــض الطرائـــق 
الكفــــؤة فــــي تقييــــد انــــزيم الاســــباراجينيزالمنقى مــــن العزلــــة المحليــــة 

ديـــد الـــصفات الحركيـــة لـــه مقارنـــة  وتحP.aeurginosaلبكتريـــا  
 .مع الانزيم الحر

 
 
 

  
  طرائق العمل
  مصدر الانزيم
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اســتخدم فــي هــذه الدراســة انــزيم الاســباراجينيز المنقــى مــن العزلــة 
 10.7 وكانـــــــت فعاليتـــــــه الانزيميـــــــة P.aeruginosaالمحليـــــــة  

  .ملغم بروتين/ وحدة17.5مليليتر والفعالية النوعية /وحدة
  
  المقيدتحضير الانزيم  -
الحجز بواسطة متعدد الاكريل امايدوالجينات الـصوديوم  -

  والاكار
 ملغــم 6بنــسبة ( مليليتــر مــن الانــزيم المنقــى المحــضر 3تــم مــزج 

بتركيـــز ) Tris-HCL( مليليتـــر مـــن دارئ التـــرس3:مـــن الانـــزيم 
 مليليتـــر لكـــل مـــن 15مـــع )8 ملـــي مـــولار ورقـــم هيـــدروجيني 50

) Carfin) 14 تبعـا لطريقـة المحضر%7.5متعددالاكريل امايد 
المعقـــم بالموصــــدة %2.5او الاكـــار %4او الجينـــات الـــصوديوم 

) 15( وجماعتـه Dronawatتبعا لطريقـة °  م45والمبرد لدرجة 
متعــدد (صــبت مخــاليط الانــزيم المنقــى مــع كــل مــن مــواد التقييــد 

،بعــدها )stab gel(علــى شــرائح زجاجيــة )الاكريــل امايــدوالاكار
 3 ملــــم3صلب الــــى مكعبــــات صــــغيرة بحــــدود قطــــع الهــــلام المتــــ

اما خلـيط الانـزيم مـع الجينـات الـصوديوم .وتحت ظروف معقمة 
فقد تم سكبه بشكل قطرات من خلال محقنة طبية معقمة وبقطر 

بتركيـز ) Cacl2( ملم فوق اناء يحتوي على كلوريد الكالـسيوم 3
يــضاء مــن الجينــات المبــرد لتتــصلب بــشكل حبيبــات كرويــة ب1%

غــسلت المكعبــات الــصغيرة مــن هــلام الاكريــل امايــد .الكالــسيوم 
والاكاروحبيبــات الجينــات الــصوديوم بــدارئ التــرس لاجــل حــساب 
النـــــــسبةالمئوية للوحــــــــدات الانزيميــــــــة المرتبطـــــــة بهــــــــذه الــــــــدعائم 

)matrix.(  
  

ــــــــين المعامــــــــل  - ــــــــربط العرضــــــــي بواســــــــطة الجيلات ال
  بالكلوترالديهايد

فــــي تقييــــد ) Shora) 16ريقــــة الموصــــوفة مــــن قبــــل اتبعــــت الط
بواســـــطة ) cross-linking(الاســـــباراجينيز بـــــالربط العرضـــــي   

 gelatin( غم من الجيلاتين 1.13اذيب حوالي .الكلوترالديهايد 

powder ( ملـــي 50 مليليتـــر مـــن دارئ التـــرس بتركيـــز 15فـــي 
  وتــم تــسخين الخلــيط فــي درجــة حــرارة 8مــولار ورقــم هيــدروجيني 

ـــيط .  دقـــائق لاكمـــال الاذابـــة للجيلاتـــين 5لمـــدة °  م50 بـــرد الخل
 مليليتــرمن محلــول الانــزيم المنقــى ثــم مــزج جيــدا 3واضــيف اليــه 

حــرك الخلــيط %.0.6 واضــيف لــه المركــب الكلوترالديهايــد بنــسبة
ثـم صـب علـى لـوح زجـاجي وتـرك °  م28بثبات فـي درجـة حـرارة 

التقييـد للانـزيم ،بعـدها لاكمـال °  م4 ساعة بدرجة حرارة 18لمدة 

قطــــع الــــى قطــــع صــــغيرة وغــــسلت بالــــدارئ نفــــسه لاجــــل حــــساب 
  .النسبة المئوية لوحدات الانزيم المقيدة

  
 DEAE-cellulose-asparaginaseتحضير معقد  -

 -DEAE-celluloseقيـــــــد الاســـــــباراجينيز بالمبـــــــادل الايـــــــوني  
 المحتــــوي( مليليتــــر مــــن المحلــــول الانزيمــــي المنقــــى 10باضــــافة 

 غــم مــن الــوزن الرطــب للمبــادل 4الــى )  ملغــم مــن الانــزيم6علــى 
) Bernard) 17 وWhitakerالايــــوني والمنــــشط تبعــــا لطريقــــة 

 دقيقــة فــي درجــة 60حــرك الخلــيط لمــدة . 8فــي رقــم هيــدروجيني 
 Whatman، ثم رشـح الخلـيط خـلال ورقـة ترشـيح ° م25حرارة 

No.1               باســــــــــــــــــــــــــتعمال مــــــــــــــــــــــــــضخة تخلخــــــــــــــــــــــــــل الــــــــــــــــــــــــــضغط       
(Vaccum pump) وغــسل بكميــة مــن دارئ التــرس وحــسبت 

  .النسبة المئوية للوحدات الانزيمية المرتبطة بالمبادل الايوني
  

  تقدير فعالية الاسباراجينيز الحر والمقيد -
قــدرت فعاليــة الاســباراجينيز الحــر والمقيــد تبعــا لطريقــة 

مـن ) 10( وجماعتـه Moriالنسلرة المباشرة والموصـوفة مـن قبـل 
طريــق حـــساب تركيــز الامونيـــا المتحـــررة بفعــل الانـــزيم باســـتعمال 

 المحـــضرة بتركيـــز L-asparaginكاشـــف نـــسلر ومـــادة التفاعـــل 
 مــــــولر ورقــــــم 0.1 ملــــــي مــــــولار فــــــي دارئ التــــــرس بتركيــــــز 0.1

 وبالاعتمــاد علــى المنحنــى القياســي للامونيا،حيــث 8هيــدروجيني 
الانــزيم الحــر والمقيــد حــضن الخلــيط المتكــون مــن مــادة التفاعــل و 

 دقيقـــة ثـــم اوقــف التفاعـــل بحـــامض 30لمــدة ° م37بدرجــة حـــرارة 
بعـــــدها نبـــــذ .  مـــــولر1.5 بتركيـــــز TCAالخليـــــك ثلاثـــــي الكلـــــور 

 دقيقـة واهمـل الراسـب 20دقيقـة لمـدة / دورة6000الخليط بـسرعة 
المتكــون ونقــل المحلــول الرائــق الــى انابيــب اختبــار نظيفــة لتقــدير 

   .يا لحساب فعالية الاسباراجينيزمحتواه من الامون
بانهــــــا كميـــــة الانــــــزيم اللازمـــــة لتحريــــــر : تعـــــرف وحــــــدة الانـــــزيم 

مـــــايكرومولر مـــــن الامونيـــــا خـــــلال دقيقـــــة واحـــــدة تحـــــت ظـــــروف 
  .التجربة

 

  تقدير تركيز البروتين  -
باســتعمال ) Bradford) 18حــسب تركيزالبــروتين حــسب طريقــة 

-coomassie brilliant blue Gصـبغة الكوماسـي الزرقـاء 

 وبالاعتماد على المنحنى القياسي لالبـومين المـصل البقـري 250
)BSA.(  
 تحديـــــد الـــــرقم الهيـــــدروجيني الامثـــــل لفعاليـــــة وثبـــــات -

  الاسباراجينيز الحر والمقيد
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 ملــــــي 0.1 بتركيــــــز L-asparagineحــــــضرت مــــــادة التفاعــــــل  
ـــــة  ـــــد قـــــيم مـــــن الارقـــــام الهيدروجيني  باســـــتعمال 6.0-4.0مولارعن

وبتركيـــز 9.0-6.5 الــصوديوم والتــرس للقــيم الهيدروجينيــة خــلات
ــــة 0.1 ــــد وقــــدرت الفعالي ــــزيم الحــــر والمقي ــــم اضــــيف الان  مــــولار ث

رســـمت العلاقـــة بـــين ).المـــذكورة ســـابقا(الانزيميـــة بطريقـــة النـــسلرة 
الفعاليـــــــة الانزيميـــــــة مقابـــــــل الـــــــرقم الهيـــــــدروجيني لتحديـــــــد الـــــــرقم 

ــــــــزيم  ــــــــة الان ــــــــل لفعالي ــــــــدروجيني الامث ــــــــرقم .الهي ــــــــد ال امــــــــا لتحدي
الهيــدروجيني الامثــل لثبــات الانــزيم الحــر والمقيــد فقــد تــم حــضن 
كــــــل مــــــن الانــــــزيم الحــــــر والمقيــــــد فــــــي قــــــيم مختلفــــــة مــــــن الــــــرقم 

 دقيقـــــة 30لمـــــدة ) المحـــــضرة ســـــابقا) (9.0-4.5(الهيـــــدروجيني 
ثـم بـردت العينـات مباشـرة فـي حمـام ثلجـي ، °  م37بدرجة حرارة 

زيميـة باسـتعمال مـادة التفاعـل المحـضرة بعدها قدرت الفعاليـة الان
عنـــد الـــرقم الهيـــدروجيني الامثـــل للفعاليـــة لكـــل مـــن الانـــزيم الحـــر 

  %.والمقيد لاجل حساب الفعالية            المتبقية
  

  الثبات الحراري للاسباراجينيزالحر والمقيد -
حـــضنت الانابيـــب الحاويـــة علـــى كـــل مـــن الانـــزيم الحـــر والمقيـــد 

ثـــم بـــردت . دقيقـــة 30لمـــدة ° م60-25تلفـــة بـــدرجات حراريـــة مخ
الانابيــب مباشــرة فــي حمــام ثلجــي بعــدها قــدرت الفعاليــة الانزيميــة 

العلاقــــة البيانيــــة بــــين  تبعــــا للطريقــــة المــــذكورة ســــابقا ثــــم رســــمت
لكـل مـن الانـزيم الحـر والمقيـد بدلالـة درجـات % الفعالية المتبقية 
  .الحرارة المختلفة

  

  سباراجينيز الحر والمقيد للاVmax و Kmتقدير قيم  -
 0( بتراكيــــــز شــــــملت L-asparagineحــــــضرت مــــــادة التفاعــــــل 

 1.5 و1.25 و1.0 و0.5 و0.4 و0.3 و0.2 و0.15و
 مــــولر وتــــم 0.1مــــولار فــــي دارئ التــــرس بتركيــــز 10-4×)2.0و

للتفاعــل ورســمت العلاقــة بــين  ) °v(حــساب قــيم الــسرعة الاوليــة 
 مقابل مقلوب تركيـز مـادة 1/[°v]لاولية للتفاعل مقلوب السرعة ا

 تبعــــا لطريقـــــة Vmax و Km لاســــتخراج قـــــيم 1/[°S]التفاعــــل 
  ).Lineweaver-Burk reciprocal plot(بيرك -لاينويفر

  
ينيز تجــــاه مــــواد التفاعــــل تحديــــد تخــــصص الاســــباراج -

  المختلفة
   و L-asparagineحــــضرت مــــواد تفاعــــل متنوعــــة  شــــملت   

asparagine-D  و  L-glutamine  وglutamine - D و
  L-aspartic acid وglutamic acid-L ملـي 0.1 بتركيـز  

 مــــولار وتــــم تقــــدير 0.1مولارلكــــل منهــــا فــــي دارئ التــــرس بتركيــــز

الفعاليـــــة الانزيميـــــة للاســـــباراجينيز الحـــــر والمقيـــــد تبعـــــا للطريقـــــة 
  .المذكورة سابقا لتحديد تخصص الانزيم تجاه مواد التفاعل

  

  الثبات الخزني لانزيم الاسباراجينيز الحر والمقيد -
لمـدة °م4حفظت كميات من الانزيم الحر والمقيد في درجة حـرارة 

 اســــابيع وتــــم متابعــــة فعاليــــة الاســــباراجينيز كــــل اســــبوع لاجــــل 4
  .للانزيم الحر والمقيد%حساب الفعالية المتبقية 

  

  النتائج والمناقشة
ينيز المنقــــــى مــــــن  كفــــــاءة دعــــــائم تقييــــــد الاســــــباراج -

pseudomonas aeurginosa   
ـــة  ـــد الاســـباراجينيز المنقـــى مـــن العزل اختبـــرت خمـــسة دعـــائم لتقيي

 شـــملت الحجـــز فـــي  Pseudomonas aeruginosaالمحليـــة 
والجينـات الـصوديوم % 7.5ومتعدد الاكريل امايد % 2.5الاكار 

 والـــــــــربط العرضـــــــــي DEAE-celluloseوالـــــــــربط الايـــــــــوني4%
  ).1-شكل (لكلوترالديهايدللجيلاتين با

  
  
  

       
  
  
  

كفاءة دعائم تقييد الاسباراجينيز المنقى من العزلة المحلية  : 1شكل 
Psudomonas aeurginosa..  

  
                                                               .بالاكارالحجز    1:

ــــــــــــــــربط العرضــــــــــــــــي للجيلاتــــــــــــــــين المعامــــــــــــــــل            2:           ال
  .بالكلوترالديهايد 

  .الحجز بالبولي اكريل امايد:3 
  . DEAE-cellulose الربط الايوني بالمبادل الايوني : 4
   الحجز بالجينات الصوديوم: 5

اظهـرت النتـائج كفـاءة طرائــق الـربط العرضـي للجيلاتـين المعامــل 
بالكلوترالديهايـــــد والحجـــــز بالجينـــــات الـــــصوديوم والـــــربط الايـــــوني 

 حيث احتفظ الاسباراجينيز المقيـد DEAE-celluloseبالمبادل 
مـــن فعاليتـــه الاصـــلية وعلـــى %45.2و%48.1و%53.5بحـــوالي 
  كما احتفظ الانزيم المقيد بهلام. التوالي 

مـــن فعاليتـــه الاصـــلية بينمـــا تميـــز % 38.6الاكريـــل امايـــد بــــ
الاكـــار بـــضعف قدرتـــه علـــى حجـــز الانـــزيم حيـــث احـــتفظ هـــلام 

45.2%

38.6%

53.5%

21.4%
48.1%

1
2
3
4
5
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تـــشير الادبيـــات العلميـــة .مـــن فعاليتـــه الاصـــلية % 21.0بحـــوالي 
الــى وجــود تفــاوت فــي كفــاءة دعــائم التقييــد المــستعملة فــي تقييــد 
الانزيمـــات تبعـــا الـــى نوعيـــة هـــذه الـــدعائم اذ ابـــدت طريقـــة الـــربط 
ـــالجيلاتين المعامـــل بالكلوترالديهايـــد كفـــاءة عاليـــة فـــي  العرضـــي ب

ـــشار مـــواد التفاعـــل ـــزيم مـــع ســـهولة انت ـــواتج خلالهـــا ربـــط الان  والن
كـــذلك اتـــصفت طرائـــق التقييـــد بالجينـــات الـــصوديوم وهـــلام ) 16(

الاكريــل امايــد بكفاءتهــا فــي احتجازالانزيمــات كونهــا ذات مــسامية 
ويمكـــن ان يعـــود ).19،20(جيـــدة وثباتيـــة عاليـــة عنـــد الاســـتخدام 

انخفـــاض النـــسبة المئويـــة للفعاليـــة المتبقيـــة للاســـبارجينيز المقيـــد 
 ضــــعف تماســــك الهــــلام لاحتجــــاز الانــــزيم وســــهولة بالاكــــار الــــى

انحلالــــه وتفككــــه وذائبيتــــه العاليــــة اثنــــاء تقييــــد واســــتخدام الانــــزيم 
النــــــسبة المئويــــــة لاحتفــــــاظ الاســــــباراجينيز ) Mori) 10ســــــجل .

ـــا  مـــن %32 بحـــوالي Proteus vulgarisالمنقـــى مـــن البكتري
اســة فعاليتــه الاصــلية عنــد حجــزه فــي هــلام الاكريــل امايــد وفــي در 

عنـــد تقييـــده فـــي جزيئـــات %62.5اخـــرى احـــتفظ الانـــزيم بحـــوالي 
  ).21( بواسطة الكلوترالديهايدsilk sericin prteinصغيرة من 

ـــــربط  ـــــى النتـــــائج المستحـــــصلة فقـــــد اعتمـــــدت طريقـــــة ال بنـــــاءا عل
العرضــــــي بــــــالجيلاتين باســــــتعمال الكلوترالديهايــــــد فــــــي التجــــــارب 

حديد الصفات الحركية للاسباراجينيز المقيـد مقارنـة مـع اللاحقة لت
  .الانزيم الحر

  
  الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم الحر والمقيد

تــاثير قــيم مختلفــة )  2(تبــين النتــائج الموضــحة فــي الــشكل      
مـــــن الـــــرقم الهيـــــدروجيني فـــــي فعاليـــــة الاســـــباراجينيزالحر والمقيـــــد 

رقم الهيــــــدروجيني الامثــــــل لفعاليــــــة ولــــــوحظ تغيــــــرا فــــــي قيمــــــة الــــــ
 مقارنـــــــــــة مـــــــــــع قيمتـــــــــــه للانـــــــــــزيم  7.5الاســـــــــــباراجينيز المقيـــــــــــد 

  . (PH=8.5)الحر
ـــيم المتعادلـــة  ـــد الق ـــدة  عن ـــة جي ـــد فعالي ـــزيم  المقي ـــدى الان كـــذلك اب

مـــع ) 6.0،6.5،7.0،7.5،8.0،8.5،9.0(والقريبــة مـــن المتعـــادل 
انزيميـــة  بفعاليـــة 4.0انخفـــاض ملحـــوظ عنـــد الـــرقم الهيـــدروجيني 

ان هـــذه القيمـــة للـــرقم الهيـــدروجيني .مليليتـــر/ وحـــدة1.86مقـــدارها 
الامثــــــل لفعاليــــــة الاســــــباراجينيز المقيــــــد تــــــشجع علــــــى اســــــتعماله 
العلاجـــي فـــي اختـــزال تركيـــز الاســـباراجينيز مـــن مـــصل الـــدم ذي 

يعتمـد تـاثير الـرقم ).7.4(الرقم الهيدروجيني القريب من المتعـادل 
الانـــزيم علـــى تـــاثيره فـــي تـــاين كـــل مـــن الهيـــدروجيني فـــي فعاليـــة 

وتتفــــــاوت هــــــذه القيمــــــة ) 17(جزيئــــــات الانــــــزيم ومــــــادة التفاعــــــل 
 Mesasبـــاختلاف مـــصدر الانـــزيم ومــــادة التفاعـــل حيـــث اشــــار 

ان الاســــــــــــــباراجينيز المنقــــــــــــــى مــــــــــــــن خلايــــــــــــــا )22(وجماعتــــــــــــــه 

Corynebacterium glutamicum يكــون فعــالا عنــد الــرقم 
 بينمــا فــي دراســة 6.0الــرقم  مــع انخفــاض واضــح عنــد 7.0-8.0

اخــرى بلــغ الــرقم الهيــدروجيني الامثــل للاســباراجينيز المنقــى مــن 
وتميـــز ). 23 (8.5 بحـــدود Enterobacter cloacaeخلايـــا 

جيـدة   بفعالية P.acidovoransالاسباراجينيز المنقى من بكتريا
عنــد مــدى واســع مــن الــرقم الهيــدروجيني وبــشكل امثــل عنــد الــرقم 

9.5) 24.(  
  
  
  
  
  
  
  
  

في فعالية ) 9- 4(تاثيرقيم مختلفة من الرقم  الهيدروجيني  : 2 شكل
  .الاسباراجينيز الحر و المقيد

  
  الرقم الهيدروجيني الامثل لثبات الاسباراجينيزالحر والمقيد

ــا فــي مــدى واســع مــن       ــا عالي ابــدى الاســباراجينيز المقيــد ثبات
ـــــدروجيني  ـــــرقم الهي ـــــزيم بكامـــــل حيـــــث احـــــتفظ الا) 8.5-6.0(ال ن

ــــدروجيني  ــــرقم الهي ــــد ال ــــه عن مــــن %80 وبحــــوالي 8.5 و 8فعاليت
ـــــرقم الهيـــــدروجيني   ،  مـــــع انخفـــــاض 9.0 و5.0فعاليتـــــه عنـــــد ال

% 60 اذ فقـد حـوالي 4.0واضح في الفعالية الانزيمية عند الـرقم 
  ).3(من فعاليته عند هذه القيمة  شكل
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يم مختلفة من الرقم ثباتية الاسباراجينيز الحر والمقيد عند ق :3شكل 

  ).9-4(الهيدروجيني 
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اما النتائج المتعلقة بالانزيم الحر فقد لوحظ ان الانـزيم قـد احـتفظ 
 مــع انخفــاض واضــح بفعاليتــه عنــد 8.0 و7.5بفعاليــة عنــد الــرقم 

مـــن فعاليتـــه %72.5 حيـــث فقـــد حـــوالي 4.0الـــرقم الهيـــدروجيني 
روجيني مهمـا يعد ثبات الانـزيم تجـاه مـدى واسـع مـن الـرقم الهيـد.

فــي تحديــد المحلــول الملائــم لخــزن الانــزيم وان لقــيم المتطرفــة مــن 
الــــرقم الهيــــدروجيني قـــــد يــــؤثر ســــلبا ويـــــؤدي الــــى مــــسخ الانـــــزيم 

ســـجلت الدراســـات ).irreversible denaturation(لاعكـــسيا 
السابقة المتعلقة بهذ الانزيم بوجـود تفـاوت فـي ثبـات الانـزيم تجـاه 

اسـباراجينيز -ث وجـد ان انـزيم الكلوتـامينيزالـرقم الهيـدروجيني حيـ
  المنقى من خلايا

Pseudomonas boreopolis  526  قــد امتلــك فعاليــة
 ويفقـد حـوالي 5.0عالية عنـد قـيم الـرقم الهيـدروجيني الاعلـى مـن 

  ).24(4.0من فعاليته عند الرقم الهيدروجيني % 24
  

  الثبات الحراري للاسباراجينيز الحر والمقيد
 ابدى الاسـباراجينيز المقيـد ثباتـا واسـعا عنـد حـضنه فـي لقد      

 دقيقــة مقارنــة مــع الانــزيم 30لمــدة ° م50-25درجــات حــرارة بــين 
حيــث احــتفظ الانــزيم المقيــد بكامــل فعاليتــه عنــد ).4-شــكل(الحــر 

مـــن فعاليتـــه %85كمـــا احـــتفظ بحـــوالي °م45-25درجـــات حـــرارة 
ذلـك فقــد  دقيقــة فـضلا عــن 30لمـدة °م50عنـد حــضنه فـي درجــة 

حيـث °م60لوحظ انخفاض في فعالية الانزيم عنـد حـضنه بدرجـة 
وتـشير النتـائج .من فعاليته عنـد هـذه الدرجـة % 72.5فقد حوالي 

-25الى احتفاظ الانزيم الحر بفعاليتـه عنـد الـدرجات )4-شكل (
. °م60مـــــن فعاليتــــه عنـــــد درجـــــة %21.6واحــــتفظ بحـــــوالي °م37

 فـي فعاليـة الانزيمـات علـى ينحصر تـاثير درجـات الحـرارة العاليـة
الثـــــانوي (كـــــسر الاواصـــــر المـــــسؤولة عـــــن المـــــستويات التركيبيـــــة 

للانــــــــزيم مــــــــسببا المــــــــسخ وفقــــــــدان الفعاليــــــــة )والثــــــــالثي والرابعــــــــي
وتعــد صــفة الثبــات الحــراري للانــزيم مهمــة عنــد الاســتخدام ).17(

العلاجــي حيــث يفــضل احتفــاظ الانــزيم بكامــل فعاليتــه خــلال فتــرة 
تختلــــف هــــذه . ل الاســــباراجين فــــي مــــصل الــــدم عملــــه فــــي تحليــــ

ـــــث ســـــجل  ـــــي دراســـــات اخـــــرى حي ـــــة ف ـــــيلا عـــــن المثبت ـــــائج قل النت
Davidon الثبــات الحــراري للاســبارجينيز المنقــى )13( وجماعتــه

 اذ احـــتفظ Pseudomonas acidovorans مـــن خلايـــا  
 دقــائق فــي درجــة 10مــن فعاليتــه عنــد حــضنه لمــدة %50بحــوالي
ان الاســباراجينيز ) 25( وجماعتــه Kitto،بينمــا ذكــر°م50حــرارة 

A ـــ لمــدة ° م60مــن فعاليتــه عنــد حــضنه فــي % 70 قــد احــتفظ ب
 المنقـــــــــــى مـــــــــــن خلايـــــــــــا Пتميـــــــــــز الاســـــــــــبارجينيز.  دقـــــــــــائق10

Rhizobium elti بكونـه حـساس حراريـا )thermolabile ( اذ

 دقيقــة 11لمــدة °م50حــضنه بدرجــة  مــن فعاليتــه عنــد%50يفقــد 
 بثباتـــــــــــــه الحـــــــــــــراري 1باراجينيزبينمـــــــــــــا تميـــــــــــــز نظيـــــــــــــره الاســـــــــــــ

)thermostabl ( تحت الظروف نفـسها)وفـي درسـة اخـرى )26،
  silk sericin proteinوجــد ان الاســباراجينيز المقيــد فــي 

-40بالكلوترالديهايــد قــد ازداد ثباتــه الحــراري عنــد درجــات حــرارة 
  ).21(مقارنة مع الانزيم الحر °م50

0

20

40

60

80

100

120

25 30 37 40 45 50 55 60

درجة الحرارة(م)

 (%
ة (
ـــــ
بقي
لمت
ة ا
ـــــ
عالي
الف

الفعالية للحر 

الفعالية للمقيد

  
نيز الحر والمقيد عند درجات الثبات الحراري للاسباراجي : 4شكل 

  .°م)60-25(حرارة مختلفة 
  

  للاسباراجينيز الحروالمقيدVmax  و Kmتقدير قيم 
العلاقـــة بـــين مقلـــوب تركيـــز مـــادة التفاعـــل ) 5(يبـــين الـــشكل     

1/[s°] ـــــــسرعة الاوليـــــــة   للاســـــــباراجينيزالحر 1/[°v] ومقلـــــــوب ال
-Lineweaver)بيـــرك  -والمقيـــد معبـــرا عنهـــا بطريقـــة لاينـــويفر

Burk reciprocal plot) وتــــشير النتـــائج ان قيمــــة ثابــــت 
     والـــــــــسرعة القـــــــــصوى للانـــــــــزيم المقيـــــــــد بحـــــــــدودKmميكـــــــــاليس 

دقيقــــــة،على التــــــوالي /مــــــايكرومولار12.2مــــــولار و 410-× 0.46
 410-× 0.25بينمـــــا بلغـــــت هـــــذه القـــــيم للانـــــزيم الحـــــر بحـــــدود .

م مـن ارتفـاع دقيقـةعلى التـوالي ، بـالرغ/ مـايكرومولار16.7مولارو
 للانـــزيم المقيـــد مقارنـــة مـــع قيمتـــه للانـــزيم الحـــر الا ان Kmقـــيم 

الاسباراجينيز الحـر والمقيـد قيـد الدراسـة يمتلكـان الفـة عاليـة تجـاة 
 ممـــــا يجعلـــــه مهمـــــا للاســـــتعمال L-asparagineمـــــادة التفاعـــــل 

هــذه النتــائج متقاربــة مــع  ان. العلاجــي كمــواد مــضادة للتــسرطن 
  4-10× 0.41فــي دراســات ســابقة حيــث كانــتالقــيم المستحــصلة 

مولار للاسباراجينيز المنقى من مـصل خنـازير غينيـا بينمـا كانـت 
مــــولار للانــــزيم المنقــــى مــــن المــــصدر  3-10× 0.3± 3.2بحــــدود
 Kmســــــــــجلت قــــــــــيم ) 22(وفــــــــــي دراســــــــــة اخــــــــــرى ). 3(ذاتــــــــــه 

 خلايـــــــــــــــــا بكتريـــــــــــــــــا              للاســـــــــــــــــباراجينيزالمنقى مـــــــــــــــــن
Corynebacterium glutamicumو                Vibrio 

succinogenes مــــــولار 510-× 1.7 مــــــولار و 310- ×2.5 بـــــــ 
 للانــزيم المنقــى مــن بكتريــا Kmعلــى التــوالي، بينمــا بلغــت قيمــة .
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Pseudomonas acidovorans مــولار  510-× 1.5 بحــدود 
تجــاه مــادة التفاعــل الاســباراجين فــضلا عــن امتلاكــه فعاليــة تجــاة 

بينما  ).1(مولار   510-× 2.2 ت ميكاليس مقدارهالكلوتامين بثاب
 silk sericin للاسباراجينيز المقيد بجزيئات Kmوجد ان قيمة 

protein مــرات 8 بواســطة الكلوترالديهايــد قــد انخفــضت بحــوالي 
  .عن قيمته للانزيم الحر

  
  
  
  
  
  

 

  
 ومقلـوب  [°s]/1 العلاقـة بـين مقلـوب تركيـز مـادة التفاعـل :5 شـكل

  . للانزيم الحر والمقيد بطريقة لاينويفربيرك [°v/1] الاوليةالسرعة
  
 

مقيــــد تجــــاه مــــواد التخــــصص الحيــــوي للاســــباراجينيز ال
  التفاعل المختلفة

اختبــرت فعاليــة الاســباراجينيز المقيــد تجــاه ســت مــواد تفاعــل      
 ملـي مـولار لاجـل تحديـد التخـصص الحيـوي 0.1متنوعة بتركيـز 

  .)1(للانزيم المقيد جدول
 
 
 

ز المقيد تجاه مواد تفاعل التخصص الحيوي للاسباراجيني: 1جدول 
  .مختلفة

 0.1(مواد التفاعل
  )ملي مولار

الفعالية المتبقية 
%  

L-asparagine 100 

L-glutamine 64  
D-asparagine 1.7  
D-glutamine 0.5  

L-aspartic acid 6.5  
L-glutamic acid 4.3  

 

لمقيــد لــه الفــة عاليــة تجــاه مــادة التفاعــل تبــين ان الاســباراجينيز ا
L-asparagine وبنــسبة اقــل تجــاه  % 100 بفعاليــة متبقيــةL-

glutamine ـــــــــة ـــــــــة متبقي ـــــــــل% 64 بفعالي ـــــــــى تحلي ـــــــــسبة ال -Lن

asparagine . كمـــا تميـــز الانـــزيم المقيـــد بانخفـــاض قدرتـــه علـــى
-L-aspartic acid , L) تحليـل الحـوامض الامينيـة الاخـرى   

glutamic acid , D-asparagine  , D- glutamine  )   
ان %.6.5حيــث لــم تتجــاوز النــسبة المئويــة للفعاليــة المتبقيــة عــن 

تباين فعاليـة الاسـباراجينيز المقيـد تجـاه مـواد التفاعـل قيـد الدراسـة 
يمكــن ان يعــود الــى التخــصص الفراغــي ثلاثــي الابعــاد لكــل مــن 

 ان يكـــون فـــي مـــادة التفاعـــل والموقـــع الفعـــال للانـــزيم الـــذي يجـــب
هيئته المثلى لاجـل نجـاح خطـوتي الارتبـاط والحفـز لتحويـل مـادة 

  ) .27(التفاعل الى ناتج 
كــذلك لـــوحظ قـــدرة الانـــزيم علــى تحليـــل الاحمـــاض الامينيـــة مـــن  

-L و L-asparagine مثــل    L-configuration النــوع

glutamine   ومــدى وجـــود  مجمــوعتيfree carboxyl 

group  و   aminogroup-   فـــي الترتيــــب والموقــــع 
وهـــــذه ) E-complex) 28الملائـــــم مؤديـــــا زيـــــادة ثبـــــات المعقـــــد 

للاسـباراجينيز ) 25( وجماعتـه Kittoالنتائج متوافقة مع ماوجده 
 ذات Pseudmonas geniculataالمنقــــــى مــــــن البكتريــــــا 

-L  وL-asparagineالتخـصص العـالي تجـاه مـادتي التفاعــل 

glutamine مقارنــة مــع الحــوامض الاخــرى بينمــا اتــصف الانــزيم
ــــة تجــــاه مــــواد تفاعــــل   ــــة عالي ــــد بفعالي ــــل اماي ــــالبولي اكري ــــد ب المقي

ـــــــــوعين  ـــــــــى الن ــــــــــ L وDمتنوعـــــــــة تعـــــــــود ال  مـــــــــن الحـــــــــوامض ال
asparagines و glutamine و  aspartic acid و 

glutamic acid ) 10 .(  
  

  يز الحر والمقيدتاثير الخزن في فعالية الاسباراجين
تــم متابعــة فعاليــة الاســباراجينيز الحــر والمقيــد خــلال اربعــة      

وتبـين ان الانـزيم المقيـد ). 6(الشكل°  م4اسابيع في درجة حرارة 
مقارنــة مــع الانــزيم ° م4اكثــر ثباتــا عنــد الخــزن فــي درجــة حــرارة 

مـــن فعاليتـــه % 90.2الحـــر حيـــث احـــتفظ الانـــزيم المقيـــد بحـــوالي 
عـــد الاســـبوع الثالـــث بينمـــا انخفـــضت هـــذه النـــسبة الـــى الاصـــلية ب

كمــا احــتفظ الانــزيم المقيــد والحــر بحــوالي .النــصف للانــزيم الحــر
من فعاليته الاصـلية بعـد الاسـبوع الرابـع علـى % 43.0و82.5%
تـشير الادبيـات العلميـة بهـذا الخـصوص الـى تميـز انـزيم . التوالي

 P.acidovoransاســباراجينيز المنقــى مــن خلايــا -الكلوتــامينيز
-3   لمـدة°  م4بالثبات الخزني العالي عند حفظه بدرجة حرارة 

كمــــــــا احــــــــتفظ الانــــــــزيم المنقــــــــى مــــــــن البكتريــــــــا ).13( اشــــــــهر4

(M-1 x 104) 

(µ
 M

-1
. m

in
.)
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C.glutamicum  م80- بفعاليــــة كاملــــة عنــــد خزنــــه بدرجــــة  °
 4 ايام من حضنه بدرجـة حـرارة 5من فعاليته بعد % 50وفقدانه 

  ).22(°م
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 4بات الخزني للاسباراجينيز الحر والمقيد خلال مدة الث : 6شكل
  .° م4اسابيع في درجة حرارة 
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