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  دراسة كيموحيوية لأنزيم الريدينيز المعزول من الدم ودوره في إزالة سمية السيانيد
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  )27/10/2008 ؛ تاريخ القبول 30/6/2008تاريخ الاستلام (

  

  الملخص

 أنـزيم  لعـزل  الطريقـة المحـورة      أظهرت إذ عزل انزيم الريدينيز من بلازما الدم        تضمن البحث 

ية الترشـيح الهلامـي     نالريدينيز من بلازما الدم على شكل بلورات نقية عدد مرات تنقية عالية مقارنة بتق             

وجـد ان الحزمـة     . ات الامونيوم لبلازما الـدم    ت الريدينيز من محلول راسب كبري     أنزيم لعزلالمستخدمة  

المعزولة من محلـول راسـب   ) C(والحزمة البروتينية  ترشيح الهلاميالمعزولة بتقنية ال (A)البروتينية 

 ـله )Sephadex G - 75( كبريتات الامونيوم باستخدام عمود الفـصل الحـاوي علـى      ا وزن جزيئـي م

  . على التوالي)  دالتون36307±  1000( و)  دالتون37153  1000±(

 (A)  الحزمة البروتينية   من بلازما الدم   المعزول انزيم الريدينيز    فعاليةكما درست الظروف المثلى ل    

) pH=8(  هيـدروجيني امثـل عنـد      أسو) 35(و) 30( فوجد ان لهما زمن تفاعل امثل عند الدقيقة          (C)و

ثايوسـلفات الـصوديوم   الأسـاس    لمـادة    الأمثـل التركيز  كان  و )°50C(و) °45C(ودرجة حرارة مثلى    

)130mM (و)125mM (      ولمادة سـيانيد البوتاسـيوم)130mM (و)135mM( . أن النتـائج    وأظهـرت 

ثايوسـلفات  ) 0.1M( باسـتخدام     التثبيط جزئياً  إزالةيمكن  و الريدينيز   أنزيم على تثبيط    يعملالبنزالديهايد  

 ثايوسلفات الـصوديوم    الأساس الريدينيز عند استبدال مادة      أنزيم فعالية    في كما وجد انخفاض  ،  الصوديوم

 ميركابتو ايثـانول    – بيتا تأثير ت النتائج ظهرأ كذلك. )نين، سستاين ويسستين، مث ( الامينية   أحد الأحماض ب

 كبريت الموجودة في كلاً مـن  –اختزاله أصرة كبريت    الريدينيز من خلال     لأنزيمعلى الخواص الجزيئية    

  .)C(و) A(البروتينية الحزمة 

 ـ إزالة في   )Aالحزمة   ( من بلازما الدم   المعزول الريدينيز   أنزيمكما درست فعالية     ية الـسيانيد   م س

 ثير السيانيد علـى   أتإضافة الى   ) باستخدام الدم (وخارج الجسم   ) باستخدام حيوانات التجارب  (داخل الجسم   

 سيانيد البوتاسيوم   أنالنتائج  إذ بينت   ) الكلوكوز، الهيموكلوبين، الثايوسيانيت  (السريرية  متغيرات  عدد من ال  

 بمجموعـة    مقارنـة   وخارج الجـسم   الثايوسيانيت داخل والهيموكلوبين  ويؤدي الى زيادة تركيز الكلوكوز      
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  على  أو  معاً  يعملان ثايوسلفات الصوديوم بينما لوحظ أن أنزيم الريدينيز المعزول ومادة الاساس          السيطرة،

 تركيـز الكلوكـوز     انخفاضظهر ذلك من خلال     قد   الجسم و   وخارج  سمية السيانيد داخل   انفراد في إزالة  

  .السيطرةبمجموعة كيز الثايوسيانيت مقارنة والهيموكلوبين وزيادة تر

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Biochemical Study of Rhodanese Enzyme Isolated from Blood and 

it’s Role in Cyanide Detoxification 
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ABSTRACT 
This research included isolation of rhodanese enzyme from blood plasma. The 

modification method for isolation rhodanese from plasma in form of pure crystals 
showed highly purification folds compared with the gel filtaration technique which used 
to isolate rhodanese from ammonium sulphate precipitate solution of blood plasma. It 
had been found that the protein peak (A) isolated from plasma and protein peak (C) 
isolated from ammonium sulphate precipitate solution of plasma with (65%) saturation 
by gel filtaration technique using (Sephadex G-75) had apparent molecular weight 
(37153 ± 1000 Dalton) and (36307± 1000 Dalton) respectively.  

The study of optimal condition of rhodanese activity for the isolated protein peaks 
(A) and (C) showed optimum reaction time at (30), (35) minutes, optimal pH at (8), 
optimal temperature (45C°),(50C°) and optimal concentration (125mM) (130mM) of 
sodium thiosulphate and potassium cyanide(130mM), (135mM).  

The results showed that benzaldehyde inhibit rhodanese activity and this inhibition 
can be removed partially by using (0.1M) sodium thiosulphate. It had been found a 
decrease of rhodanese activity when sodium thiosulphate replaced with amino acids 
(cysteine, methionine, cystine). The results showed that β - mercapto ethanol break down 
both of protein peak (A) and (C) to a symmetrical peaks with different molecular 
weights. 

The study of rhodanese activity which isolated from plasma (peak A) in cyanide 
detoxification in vivo (using experimental animals) and in vitro (using blood) in addition 
to the effect of cyanide on some clinical parameters levels like glucose, hemoglobin, and 
thiocyanate. The results showed that potassium cyanide leading to increase in glucose, 
hemoglobin and thiocyanate concentrations in vivo and in vitro compared with control 
group, while sodium thiosulphate and rhodanese or both are act in cyanide detoxification 
in vivo and in vitro and this was concluded through decrease of glucose and hemoglobin 
concentration and an increase of thiocyanate concentration compared with control group.               
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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  المقدمة

ور مـن قبـل      مرة من كبد الث    لأولبلور  و،  )1933( في عام    Langدينيز من قبل    ي الر أنزيمكتشف  ا

Sorbo 1953( في عام (مـن    الكلية مـن قبـل كـل   فيوGreen and Westley   فـي عـام )1959(  

)Bowen et al., 1965 .( الريـدينيز  أنزيميعد )Cyanide: Thiosulphate sulfur transferase; E.C: 

الى ) ثايوسلفات(بريت  يحفز انتقال ذرة الكبريت من المادة الواهبة للكإذ الناقلة، الأنزيماتمن )  2.8.1.1

  .مؤديا الى تكوين الثايوسيانيت وايون الكبريتيت) سيانيد(مستقبل نيكلوفيلي قوي 
 

CN – + S2O3 
–2                          SCN – + SO3 

–2   
) Buzaleh et al., 1990; Agboola and Okonji, 2004 (  

ري من سلسلة منفردة متعددة الببتيد مكونـة مـن           الريدينيز المنقى من الكبد البق     أنزيمئة  يتتكون جز 

 أمينيحامض  ) 289( الريدينيز المنقى من كبد الدجاج يتكون من         أنزيم أن، في حين    أمينيحامض  ) 293(

عليها من الكبد البقري باستخدام     التي تم الحصول     الامينية تتطابق مع تلك      الأحماض هذهمن  ) 212(وان  

 الريدينيز المنقـى مـن   لأنزيم الببتيدي التركيب إن .(Kohanski and Heinrikson, 1990) إدمانتحليل 

 الأول النـصف    تقع الأولى فـي    إذ :سستينجزيئات من الحامض الأميني      أربعالكبد البقري يحتوي على     

 لسستين فتقع في نهاية السلسلة عند النهاية الكاربوكسيلية       ا الثلاثة المتبقية من     أما) 63(ئة عند الموقع    يللجز

المهمـة   )SH–( يمثل مجموعة الثايول  الريدينيزلأنزيمالموقع الفعال ان  ،)263، 254،  247( عفي الموق 

  .)Baillie and Horowitz, 1976(الأنزيم في تحفيز 

 وهي مركبات تحتـوي علـى ذرة   Sulfane sulfur  تدعى الريدينيز يعمل على مركباتان أنزيم

 بذرة كبريت اخـرى     ترتبط تساهمياً ) صفر او سالب واحد   (ة تكافؤ    غير مستقرة في حال    كبريت فعالة جداً  

ــل   ــستقبلات مث ــى م ــل ال ــا تنتق ــصفات فانه ــذه ال  CN – (Cyanide ،Sulfates(SO3( وبه
–2)  

)Iciek and Wlodek, 2001.(  

 الإزالـة  سمية السيانيد مـن خـلال مـسار          إزالة المسؤولة عن    الأنزيمات الريدينيز من    أنزيميعد  

   ثنائيـة الكبريـت الموجـودة فـي الثايوسـلفات كمـصدر            الآصـرة  يتفاعل السيانيد مـع      إذالطبيعية  

) Westley et al., 1983 (بـالإدرار  سمية الذي يطـرح  الأقل لتكوين الثايوسيانيت Sulfane sulfurللـ 

 الريـدينيز  أنـزيم الى انه في النباتات هنالك علاقة بين فعاليـة  ) Smith and Urbanska, 1986 (وأشار

 يزود هذا النوع من النبات بميكانيكيـة كفـؤة          الأنزيمالتي تقترح بان     و سيانوجينيك كلايكوسيد مركبات  و

  .السيانيد سمية لإزالة

ونظراً لعدم وجود سابقة حول انزيم الريدينيز في دم الانسان فقد هدف البحث الحالي الـى عـزل                  

  . فعاليته في إزالة سمية السيانيدالانزيم من الدم ودراسة خواصه الجزيئية، فضلاً عن اختبار

  

Rhodanese 
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  المواد وطرائق العمل

  : الريدينيز من بلازما الدمأنزيمعزل 

  :العينةتحضير 

 سنة وبمساعدة مركز نقل الدم، وقـدر        26تم الحصول على بلازما الدم من متبرع ذكر سليم بعمر           

 المجمدة لاستخدامه في عمليات      فيه وحفظ في   الأنزيم كما قدرت فعالية     لأوريقة  يتركيز البروتين فيه بطر   

  :، وقد استخدمت طريقتين لعزل انزيم الريدينيز من بلازما الدمالتنقية اللاحقة

  :الطريقة الاولى : الريدينيزأنزيم تحضير بلورات .1

   بكبريتـات الامونيـوم بتراكيـز ودوال حامـضية مختلفـة           الأنزيم الطريقة على ترسيب     اعتمدت

  ت فـي المـصدرين    تم تحوير الطريقـة التـي ذكـر       و الأنزيمرات نقية من     تم الحصول على بلو    أنالى  

)Westley and Green, 1959 ; Horowitz and Detoma, 1970 ( النتائج أفضلمن قبلنا للحصول على 

 والتي تتضمن تنشيط الانزيم في بلازما الدم بثايوسـلفات الـصوديوم    بالملاحظات التي ذكروها   الأخذبعد  

 ان التحوير الذي اجري من الدراسة الحالية تضمن ضبط الدالة الحامضية فـي كـل   .)mM 10( بتركيز

خطوة وإجراء عملية الديلزة بعد كل خطوة ترسيب بكبريتات الامونيوم لتجنب ترسيب كبريتات الامونيوم              

  ).Kado, 2007( مع بلورات الأنزيم

  : الثانيةالطريقة :ستخدام كبريتات الامونيومإ به وفصل البروتينترسيب. 2

لتنـشيط   )mM 10( ا ثايوسلفات الصوديوم بتركيز لهوأضيفمن بلازما الدم ) 25ml(تم استخدام 

) Agboola and Okonji, 2004( %)65(كبريتات الامونيوم بحالتها الصلبة وبتشبع الانزيم بعدها اضيف 

ثم فـصل   ) 60min (ولمدة) 4Co(وبصورة تدريجية مع تحريك المزيج بالمحرك المغناطيسي عند درجة          

بعد ذلـك تـم     ) 4000Xg(وبسرعة  ) 20min(الراسب عن الراشح باستخدام جهاز الطرد المركزي لمدة         

 )(pH = 7.9 ، ذو الدالـة الحامـضية   بأقل كمية ممكنة من المحلول المنظموأذيبالحصول على الراسب 

  الأنــزيم  قــدرت فعاليــة بعــدهاTris – HCl (10-3M) ,(10 mM) (Na2S2O3)والمكــون مــن 

)Urbanska et al., 2002 ( ثم اجريت له عملية الفرز الغشائيوكمية البروتين في المحلول.  

  

  :الفرز الغشائي

 مـن خـلال وضـع     (Plummer, 1978) اعتمادأ على طريقة الباحـث تمت عملية الفرز الغشائي

 ثم  كيس الفرز الغشائي    في %)65( المستحصل من الترسيب بكبريتات الامونيوم بتشبع        المحلول البروتيني 

 pH =7.9 ) ( ذو الدالة الحامضية  المنظم على لتر واحد من المحلول في وعاء حجمي حاوٍالكيسوضع 

بعد الانتهاء من عمليـة   وNH4HCO3(0.1M), Na2S2O3(10mM), Tris–HCl (10-3M)) والمكون من

 الأنـزيم وقدرت فعالية    حلول الناتج تم حساب الحجم النهائي للم     ساعة   )24(التي استغرقت    الفرز الغشائي 

  . وكمية البروتين
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  :توغرافيا الترشيح الهلامياتقنية كروم

  )Andrews, 1965(استخدمت هذه التقنية لعزل انزيم الريدينيز وتقدير وزنه الجزيئـي التقريبـي   

  الـذي يحتـوي علـى مـادة الهـلام مـن نـوع             ) cm2×100 (الأبعـاد استخدم عمود الفـصل ذو      إذ  

(Sephadex G-75) 95( وتم وضع مادة الهلام على ارتفاعcm(لبلـورات   المحلول المـائي  ، وتم إمرار

المحلول المائي لراسب كبريتـات الامونيـوم بتـشبع         أنزيم الريدينيز الناتجة من الطريقة الأولى وكذلك        

من ) 3ml (ستخدامإعلى عمود الفصل ب    ) اجري له فرز غشائي    أنبعد  ( الناتج من الطريقة الثانية      %)65(

 باسـتخدام المـاء     من الماء المقطر للغسل بعد ذلك تم استرداد المواد البروتينية         ) 3ml(النموذج وتبع ذلك    

لكـل  ) 3min(وبمعدل  ) 54ml/hour(بمعدل جريان   و المقطر كمحلول منظم لروغان الاجزاء البروتينية     

  متابعـة المحتـوى البروتينـي مـن        تمت   إذ.  الذي يعمل على نظام الدقائق     الأجزاء جامع   باستخدامجزء  

 فـوق   الأشـعة باستخدام جهـاز مطيـاف      ) 280nm( عند الطول الموجي   خلال قراءة شدة الامتصاص   

   المفـصولة  الأجـزاء  الريـدينيز فـي      أنـزيم  عن ذلك تمت متابعـة فعاليـة         البنفسجية والمرئية فضلاً  

)Urbanska et al., 2002( فعالية أعلىمثل الحزم الحاوية على  البروتينية التي تالأجزاء بعد ذلك جمعت 

  .دينيزي الرلأنزيم

  

  : بواسطة التجميددتقنية التجفي

 البروتينية الناتجة مـن عمليـة الترشـيح الهلامـي باسـتخدام جهـاز التجفيـد                 ة الحزم دتم تجفي 

)Lyophilizer (بشكل مسحوق جافةلغرض الحصول على هذه الحزم .  

  

  :الية انزيم الريدينيز المنقى جزئيا من بلازما الدمدراسة بعض العوامل المؤثرة على فع

: تم دراسة تأثير العوامل التالية على فعالية الانزيم لتحديد الظروف المثلى لعمل الأنزيم وتتـضمن              

 ،درجة حرارة التفاعـل ، )Tris - HCl( الهيدروجيني للمحلول المنظم ، الأسزمن التفاعلالأنزيم، تركيز 

  .المنشطات والمثبطاتأثير وت الأساستركيز مادة 

  

  :تقدير كمية البروتين

  العالمينالمحورة من قبل ) Lowry et al., 1951(استخدمت طريقة لاوري 

(Schacterle and Pollack, 1973)لتقدير البروتين .  

  

  : الريدينيز في بلازما الدمأنزيمتقدير فعالية 

  ).Urbanska et al., 2002( الريدينيز حسب طريقة أنزيمقدرت فعالية 

    CN – + S2O3
–2        Rhodanese        SCN – + SO3

–2 
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لمادة الثايوسيانيت الناتجة، وقدرت    ) nm) 460وتم قياس شدة الامتصاص عند طول موجي قدره                 

  .  الموجود في مللتر من بلازما الدمالأنزيم عدد وحدات إنهاعلى : الفعالية

 مادة الناتجة  التي تعمل على تكوين مايكرومول من ال       الأنزيمهي كمية   ): U (الأنزيمية الوحدة   أن إذ

  .في الدقيقة الواحدة) Thiocyanate (الثايوسيانيت

  : سمية السيانيد إزالة الريدينيز في  أنزيمختبار فعاليةأ

  :(In vitro)خارج الجسم  .1

) محقنـة  (إبـرة  باسـتخدام  Heptin بعد تعقيم المنطقة بالهبتين  متبرع سليم تم سحب الدم من وريد    

جديدة ونظيفة وجافة حاويـة علـى المـادة    ) Plane tube(ستيكية  بلاأنبوبةثم وضع في ) 10ml(بحجم 

  . من الدم) 2ml(، ثم قسم الدم الى خمس مجاميع كل مجموعة تحتوي على )EDTA(المانعة للتخثر 

  : المجاميع التجريبية

  : مجموعة السيطرة. 1

 ـ  ) 15min(من الدم وترك لمدة     ) 2.5ml(من الماء المقطر الى     ) 1ml (أضيف  م سـحب  بعـدها ت

)20µl (        الـدم باسـتخدام جهـاز الطـرد          جزء من  من الدم لقياس الهيموكلوبين ، ثم فصلت البلازما من 

 وقدر تركيز الكلوكوز في البلازما وكذلك قدر تركيـز  ).min 10(ولمدة ) Xg)  3000 بسرعةالمركزي

المتغيـرات  لتقدير   لبلازما فصلت ا   وبعدها أيضاً) 15min( فتركت    الدم  الكمية المتبقية من   أماالثايوسيانيت  

   .أنفاً المذكورة السريرية

  :المجموعة المعاملة الاولى. 2

) 15min(من الدم وترك لمـدة      ) 2ml( الى   2mg/1mlمن سيانيد البوتاسيوم بتركيز     ) 1ml (أضيف

  . لمجموعة السيطرةأعلاه في الفقرة إليها المشار  نفسها القياساتإجراءبعدها تم 

  :ملة الثانيةالمجموعة المعا. 3

ثم ) 5min(من الدم وترك لمدة     ) 2ml( الى   2mg/1mlمن سيانيد البوتاسيوم بتركيز     ) 1ml (أضيف

 إجـراء بعدها تم   ) 10min( وترك لمدة    3mg/1mlمن ثايوسلفات الصوديوم بتركيز     ) 1ml (أضيفبعدها  

  . لمجموعة السيطرةأعلاه في الفقرة إليها المشار  نفسهاالقياسات

  :ة المعاملة الثالثةالمجموع. 4

ثم ) 5min(من الدم وترك لمدة     ) 2ml( الى   2mg/1mlمن سيانيد البوتاسيوم بتركيز     ) 1ml (أضيف

  القياسـات  إجراءبعدها تم   ) 10min( وترك لمدة ) 8µg( الريدينيز بتركيز    أنزيممن  ) 1ml (أضيفبعدها  

  . لمجموعة السيطرةأعلاه في الفقرة إليها المشار نفسها
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  :مجموعة المعاملة الرابعةال. 5

ثم ) 5min(من الدم وترك لمدة     ) 2ml( الى   2mg/1mlمن سيانيد البوتاسيوم بتركيز     ) 1ml (أضيف

وثايوسلفات الصوديوم بتركيـز    ) 8µg( الريدينيز بتركيز    أنزيممن مزيج يتكون من     ) 1ml (أضيفبعدها  

3mg/1ml     10( ثم ترك لمدةmin (   لمجموعـة   أعلاه في الفقرة    إليهاالمشار   نفس القياسات    إجراءبعدها تم 

  .السيطرة

  

  :)In vivo(داخل الجسم  .2

ذكور في ) 3( بعدد Albino male miceمن ذكور الفئران البيض ) 12(استخدمت في هذه الدراسة 

  .غم) 30 - 20(اشهر وبوزن ) 4-3(كل مجموعة وبعمر 

   :المجاميع التجريبية

  :مجموعة السيطرة. 1

من ) 0.25ml(بـ  ) Intraperitoneally(ان التي حقنت في التجويف البريتوني       تضم مجموعة الفئر  

  . بعدها تم سحب الدم) 15min(ثم تركت لمدة ) Normal Salin(المحلول الملحي 

  :المجموعة المعاملة الاولى. 2

من ) 0.25ml(بـ  ) Intraperitoneally(تضم مجموعة الفئران التي حقنت في التجويف البريتوني         

1.5mg/kg 15( سيانيد البوتاسيوم المذاب في المحلول الملحي ثم تركت لمدةmin (بعدها تم سحب الدم.  

  :المجموعة المعاملة الثانية. 3

  مـن  )0.25ml(بـ) Intraperitoneally(تضم مجموعة الفئران التي حقنت في التجويف البريتوني         

1.5mg/kg        5( ثم تركت لمدة   سيانيد البوتاسيوم المذاب في المحلول الملحيmin (     ًبعدها تم حقنهـا ايـضا  

 في المحلـول الملحـي، وتركـت لمـدة          ثايوسلفات الصوديوم المذاب ايضاً   %) 25(من  ) 0.25ml(بـ  

)10min ( الدمبعدها تم سحب.  

  :المجموعة المعاملة الثالثة. 4

من ) 0.25ml(بـ  ) Intraperitoneally(تضم مجموعة الفئران التي حقنت في التجويف البريتوني         

1.5mg/kg         5(  سيانيد البوتاسيوم المذاب في المحلول الملحي ثم تركت لمدةmin (     ًبعدها تم حقنهـا ايـضا  

  .بعدها تم سحب الدم) 10min( الريدينيز وتركت لمدة أنزيم) 0.5µg(من ) 0.25ml(بـ 

  

  :الحصول على عينات الدم

سحب الدم من جيب محجر العين وذلـك        نهاية كل تجربة خدرت الحيوانات بالايثر لبضع ثواني ثم          

 جافة ونظيفة بعدها تم قيـاس  أنابيب جمع الدم في  إذ)Capillary tubes(  شعرية خاصةأنابيبباستخدام 

لفـصل مـصل    ) 10min(لمدة  ) 37Co( في الحمام المائي بدرجة      الأنابيبوضعت  . الهيموكلوبين في الدم  
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ثم سحب المـصل بواسـطة      ) 10min(ولمدة  ) 4000Xg(المركزي وبسرعة    الطرد الدم باستعمال جهاز  

 في عينات ر تركيز الكلوكوز وكذلك تركيز الثايوسيانيتيقدتم ت .)Wilson et al., 1972(الماصة الدقيقة 

  .المصل

  

  :السريريةتقدير المتغيرات 

  : تقدير الهيموكلوبين في الدم.1

  .هيموكلوبين في الدمفي تقدير ال) Drabkin and Austin, 1935(تم استخدام طريقة 

  :  الدم وبلازما تقدير الكلوكوز في مصل.2

 في لتقدير تركيز الكلوكوز )Burtis and Ashwood, 1999 (استخدمت الطريقة الانزيمية للباحثين 

  .)Biolabo France(  من شركة)Kit( عدة التحليل الجاهزمصل وبلازما الدم باستخدام 

  :الدملازما مصل وبتقدير الثايوسيانيت في . 3

 مـصل  في تقـدير الثايوسـانيت فـي   ) Rubab and Rahman, 2006(استخدمت طريقة الباحثين 

بلازما الدم وذلك بتفاعل ايون الحديديك المضاف وبوجود وسط حامضي مع ايون الثايوسيانيت الموجود              و

 الذي تقاس له    Fe(SCN)3 محمر من ثايوسيانيت الحديديك      –بلازما الدم ليتكون معقد قهوائي       مصل و  في

  ).nm) 455الامتصاصية عند طول موجي قدره 

   

  :التحليل الاحصائي

  .)t-test(كذلك تم استخدام اختبار ) Duncan-test(تم تحليل النتائج إحصائياً بأستخدام اختبار 

  

  النتائج والمناقشة

  : الريدينيز من بلازما الدمعزل أنزيم

  الأولـى لتحـضير    الطريقة طريقتين إذ اظهرت     باستخدام الريدينيز من بلازما الدم      عزل أنزيم تم  

 الريدينيز مـن    أنزيمخلاصة نتائج مراحل تنقية      )1( الجدول   يبينوعدد مرات تنقية عالية     الأنزيم  بلورات  

  .زما الدمبلا
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  الريدينيز من بلازما الدمأنزيم تنقية :1 جدولال      

  مراحل التنقية
البروتين 

  الكلي 
mg 

ة الكلية الفعالي
U 

الفعالية النوعية 
U/mg  

  %الاستعادة 
عدد مرات 

  التنقية

  1  100  0.021  246.78  11217.3  بلازما الدم

 سلفاتثايوبالتنشيط 

  )mM 10(الصوديوم
11217.3  336.5  0.029  136.35  1.38  

إضافة كبريتات الامونيوم 

  )M0.4(بتركيز 
148.02  22.17  0.14  6.58  4.82  

الامونيوم رفع تركيز كبريتات 

  )M3.6(الى 
1.97  6.45  3.27  1.91  112.75  

  214.82  1.79  6.23  6.05  0.97  الفرز الغشائي

إضافة كبريتات الامونيوم 

  )M1.8(بتركيز 
0.57  4.96  8.70  1.47  300  

إضافة كبريتات الامونيوم 

بعدها تم ) M3.25(بتركيز 

   البلوراتالحصول على

0.35  4.73  13.51  1.40  465.86  

    

 الريـدينيز ازداد بمقـدار      لأنـزيم  عدد مـرات التنقيـة       أن) 1(نت النتائج المذكورة في الجدول      بي

فقـد وجـد    .  يعزى الى الطريقة المحورة المستخدمة في التنقيـة        هذامرة عن بلازما الدم ، و     ) 465.86(

)Sorbo, 1953 (من الكبد البقري تـساوي  المعزول  الريدينيز أنزيم عدد مرات تنقية أن)بينمـا  ) 249.5

 من الكبـد البقـري   عزول الريدينيز المأنزيم عدد مرات تنقية  أن) Westley and Green, 1959(وجد 

  .)666.6(ومن الكلية ) 176(تساوي 

 وهـذا    من بلازما الدم كانت على شكل مواشير مستطيلة         عزلها  الريدينيز التي تم   أنزيم بلورات   إن

  .)1(كما موضح في الشكل  و)Horowitz and Detoma, 1970(يتفق مع ماذكره 
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   الريدينيز النقيةأنزيم بلورات :1الشكل 

  

 المحلول المائي لهذه البلورات على عمود الفصل تبين ظهور حزمة بروتينيـة واحـدة               وعند إمرار 

  ). 180.4ml (مساوياً) A(وكان حجم روغان الحزمة البروتينية ) 2(وكما موضح في الشكل 
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 الجانبي لأنزيم الريدينيز بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام عمود الفـصل ذي الأبعـاد             المظهر   :2 الشكل

)cm 2×100 ( والحاوي على مادة الهلام)Sephadex G-75 ( على ارتفاع)95 cm (  حيـث أن

)A (الحزمة البروتينية.  

  

 بـات البروتينيـة    تم فصل المرك   إذ  بالطريقة الثانية،   الريدينيز من بلازما الدم    أنزيم كذلك تم عزل  

ظهـور  ) 3( النتائج الموضحة فـي الـشكل        وأظهرت%) 65(لمحلول راسب كبريتات الامونيوم بتشبع      

 أعلىلديها  ) C( الحزمة البروتينية    أن ووجد   للحزمتين الريدينيز   أنزيمحزمتين بروتينيتين وتم قياس فعالية      
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وخلاصة نتـائج مراحـل       الريدينيز لأنزيمالرئيسية والممثلة   الحزمة البروتينية الفعالة     فعدت فعالية نوعية 

  ).2(مدرجة في الجدول %)  65( بتشبع  الريدينيز من محلول راسب كبريتات الامونيومأنزيمتنقية 
  

  %)65(مراحل تنقية انزيم الريدينيز من محلول راسب كبريتات الامونيوم بتشبع : 2جدول ال

 مراحل التنقية
البروتين 

  الكلي 
mg 

الفعالية 

  الكلية 
U  

الفعالية 

  النوعية 
U/mg 

  %الاستعادة 
عدد مرات 

  التنقية

  1  100  0.049  69.99  1420.6  بلازما الدم

سلفات والتنشيط بثاي

  )mM 10(الصوديوم 
1420.6  78.13  0.054  111.63  1.10  

الترسيب بكبريتات 

  %)65(الامونيوم بتشبع 
223.5  54.65  0.244  69.94  4.51  

  35.72  69.11  1.929  54.0  27.98  لغشائيالفرز ا

الحزمة 

  )B (الأولى
34.99  114.82  3.28  146.96  60.74  

  

الترشيح 

  الهلامي

  

الحزمة 

  )C(الثانية 
3.72  27.7  7.44  35.45  137.77  
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الطريقـة   ( المظهر الجانبي لروغان محلول راسب كبريتات الامونيوم بتقنية الترشيح الهلامـي           :3شكل  ال

والحـاوي علـى مـادة الهـلام     ) cm×100 2 (الأبعـاد  باستخدام عمود الفـصل ذي  )يةالثان

)Sephadex G-75 ( على ارتفاع)95 cm( أن، حيث)B و C (الحزم البروتينية. 
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  :تقدير الوزن الجزيئي لانزيم الريدينيز بتقنية الترشيح الهلامي

ية الترشيح الهلامي فـي تقـدير   باستخدام تقن) Andrews, 1965(تم الاعتماد على طريقة الباحث 

وقد استخدم لهـذا الغـرض عمـود         )Cالحزمة  ( و )Aالحزمة  ( الريدينيز لأنزيمئي التقريبي   يالوزن الجز 

 ،)cm 95(علـى ارتفـاع   ) Sephadex G-75(الحاوي على مادة الهلام ) cm×100 2 (الأبعادالفصل ذو 

  ئيـة بـين   يالجزأوزانهـا   اوح  تتـر  ئـي ي عـدد مـن المركبـات المعلومـة الـوزن الجز           إمـرار وتم  

ــون2000000 – 204( ــداخلي  )  دالت ــم ال ــث الحج ــن حي ــود م ــواص العم ــين خ ــرض تعي   لغ

)Internal Volume, Vi ( الفارغ من الحبيبات الخالي أولكل مادة وكذلك الحجم )Void Volume, Vo( 

 تبـين  إذئي، ي الجزلكل مادة مقابل لوغاريتم وزنها) Elution volume(يبين حجم الروغان ) 4(والشكل 

  الريدينيز المنقـى مـن بلازمـا الـدم          لأنزيمئي التقريبي   يظهور خط مستقيم حدد من خلاله الوزن الجز       

 .)Cالحزمة (و) Aالحزمة (

  
 
 
  
 
 
 
 
 

  

   المنحني القياسي لتعيين الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي:4الشكل 
  

   الـوزن  أنلوزن الجزيئي بتقنيـة الترشـيح الهلامـي         ين ا يوتشير النتائج من المنحني القياسي لتع     

ــدينيز لأنــزيمالجزيئــي التقريبــي    )Cالحزمــة (و ) دالتــونA) (1000 ± 37153الحزمــة ( الري

 الوزن الجزيئي  بأن)Kenneth and Robert, 1971(وهذا يتفق مع ما وجده  )دالتون 36307 ± 1000(

  ). دالتون37000( من الكبد البقري  المنقى الريدينيزلأنزيم

  

 : الريدينيزأنزيمدراسة بعض العوامل المؤثرة على فعالية 

تم دراسة العوامل المؤثرة على فعالية الانزيم وإيجاد الظروف المثلى التي يعمل بها الانزيم وتبـين                

). 3( هي المدرجة فـي الجـدول        )Cالحزمة  ( و   )Aالحزمة  (ان الظروف المثلى لفعالية انزيم الريدينيز       

) C ()3.33U/ml(و) A( للحزمتين   Vmaxقيمة السرعة القصوى    برك وجد ان    _ خدام رسم لاينويفر  وبإست

 علـى  لمادة سيانيد البوتاسيوم) U/ml 5.88(و) U/ml 5.55(لمادة ثايوسلفات الصوديوم و) 3.84U/ml(و
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لصوديوم ا لمادة ثايوسلفات) 250mM(و) 178.5mM(فكانت Km منتن  –  قيمة ثابت ميكيلسأما التوالي،

  . على التواليلمادة سيانيد البوتاسيوم) 312.5mM(و) 285.7mM(و

  

     راسب كبريتات  الريدينيز المنقى من بلازما الدم ومحلولأنزيم الظروف المثلى لفعالية :3جدول ال      

 الامونيوم
 الأساستركيز مادة 
mM  
  لانزيماتركيز   الريدينيزأنزيم  

µg /ml  

زمن 

التفاعل 
min  

pH 
المحلول 

    المنظم
Tris-HCl 

)10-3
  M(  

درجة 

الحرارة 
C°  Na2S2O3 KCN  

  الامتصاصية
at 460 nm 

  A(  8  30  8  45  130  130  0.28الحزمة (

  C(  8  35  8  50 125  135  0.21الحزمة (

  0.31  125  125 30  –  30  –  بلازما الدم

  

  : المثبطات والمنشطاتتأثير

  : عالية انزيم الريدينيزثير البنزالديهايد على فأت

 بوجود البنزالديهايد بتركيز    )Aالحزمة   ( من بلازما الدم    جزئيا  الريدينيز المنقى  أنزيمتم قياس فعالية    

)10mM (     لوحظ انخفاض الفعالية مقارنة بعدم وجود البنزالديهايد، ولكن بعد        ووعند فترات زمنية مختلفة 

 تنشيط التفاعـل    وإعادةثير البنزالديهايد كعامل مثبط     أ ت ثايوسلفات الصوديوم لوحظ زوال   ) 0.1M (إضافة

  ).Cannella et al., 1975( وهذا يتفق مع ما ذكره أخرىمرة 
  

  

  

  

  

  

          

  

  

  

  )Aالحزمة ( تأثير البنزالديهايد على فعالية أنزيم الريدينيز المنقى جزئيا من بلازما الدم :5الشكل 
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  : الامينيةأحد الأحماضب) ثايوسلفات الصوديوم(بريت  استبدال المادة الواهبة للكتأثير

 الامينية الحاوية   الأحماضحد  أب) ثايوسلفات الصوديوم (ثير استبدال المادة الواهبة للكبريت      ألدراسة ت 

سـيانيد   الريدينيز الموجود في بلازما الدم وبوجود        أنزيم التفاعل المحفز بواسطة     إجراءعلى الكبريت، تم    

، واظهـرت   ة للكبريت ب واه أساسكمواد  ) ونين، سستاين يسستين، مث ( الامينية   الأحماض حدأالبوتاسيوم و 

لذلك تعتبر افـضل مـادة       ثايوسلفات الصوديوم    الأساس نسبة للفعالية كانت باستخدام مادة       أعلى أنالنتائج  

   .أساس لأنزيم الريدينيز

  

  

  

  

  

  

                 

      
  هبة للكبريت على فعالية أنزيم الريدينيز تأثير استبدال المادة الوا:6الشكل 

  : يدينيزر اللأنزيم ميركابتو ايثانول على الخواص الجزيئية –ثير بيتا أت

  كبريـت  -أصرة كبريت   ميركابتو ايثانول من المركبات التي تعمل على اختزال          – يعد مركب بيتا  

والحزمة البروتينية  ) A(لبروتينية   الى الحزمة ا   )%1(إضافته بتركيز    أنالموجودة في البروتين وقد وجد      

)C( أصـرة   الريدينيز وتحويلها الـى  أنزيم الموجودة في  كبريت-أصرة كبريت اختزال  علىعمل SH 

 وهذا يتفق مع ما كما في الشكلين) G,F(و) E,D(الى حزمتين  )C(و) A(حيث انفصلت الحزم البروتينية 

  .)Bowen et al., 1965(ذكره 
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 المظهر الجانبي لأنزيم الريدينيز بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام عمود الفصل ذي الأبعاد :7الشكل 

)cm 2×100 ( الحاوي على مادة الهلام)Sephadex G-75 ( على ارتفاع)95 cm ( بعد إضافة

  .)A( ميركابتو ايثانول للحزمة -بيتا

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

يم الريدينيز بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام عمود الفصل ذي الأبعاد  المظهر الجانبي لأنز:8الشكل 

)cm 2×100 ( الحاوي على مادة الهلام)Sephadex G-75 ( على ارتفاع)95 cm ( بعد إضافة

 .)C(ميركابتو ايثانول للحزمة –بيتا

  

  

(D) (E)

  
  

 

 

F)(  
G)(  



76 ذكرى علي علوشو  زينب حازم محمد

  : مقارنة بالسيطرة لدى المجاميع المصابة بالتسمم بالسيانيد داخل وخارج الجسمالسريريةالمتغيرات 

خارج (وعند إضافته الى الدم ) داخل الجسم( عند حقنه بحيوانات التجارب ثير السيانيدأتم دراسة ت

زالة سمية إ الريدينيز في وأنزيم على بعض المتغيرات السريرية وكذلك دور ثايوسلفات الصوديوم )الجسم

  :السيانيد من خلال ملاحظة تركيز هذه المتغيرات ومنها

  :الهيموكلوبين. 1

  . تأثير المواد المعطاة على تركيز الهيموكلوبين في الدم: 4الجدول       
Conc. of hemoglobin(g/100ml)       

    mean ± S · D 

In vitro المادة المعطاة  المجاميع التجريبية  
In vivo 

15 min 30 min 
  مجموعة السيطرة

)0(  
  19.606  الملحيالمحلول 

± 0.027 
16.752  

±0.382 
16.461  

± 0.171 

  الأولىمجموعة المعاملة 

)1(  
  22.225*  سيانيد البوتاسيوم

± 0.076 
*17.933  
± 0.185 

*17.564  
± 0.100 

  مجموعة المعاملة الثانية

)2(  

سيانيد البوتاسيوم 

  وثايوسلفات الصوديوم
19.501  

±0.202 
*14.833  

 ±0.100 
*14.095  
± 0.060 

  ة الثالثةمجموعة المعامل

)3(  

 أنزيمسيانيد البوتاسيوم و 

  الريدينيز
19.558  

± 0.124 
16.642  

± 0.062  
*14.944  
± 0.059 

 مجموعة المعاملة الرابعة

)4(  

سيانيد البوتاسيوم و 

 وأنزيمثايوسلفات الصوديوم 

  الريدينيز

– 16.712  
± 0.189 

15.940  
± 0.144 

* Significant difference from control at (p < 0.05) 
  

داخـل  (م  عطاة سيانيد البوتاسيو  مفي تركيز الهيموكلوبين للمجموعة ال    ارتفاع   النتائج وجود    أظهرت

) ATSDR, 2004(وجده  مقارنة بمعدل تركيزه لدى مجموعة السيطرة، وهذا يتفق مع ما )وخارج الجسم

 معنوي لدى   قوحظ عدم وجود فر   بينما ل .  التسمم بالسيانيد يؤدي الى زيادة تركيز هيموكلوبين الدم        أنمن  

 والمجموعـة   )داخل الجسم (  الريدينيز أنزيمالمجموعة المعطاة ثايوسلفات الصوديوم والمجموعة المعطاة       

 ـ أن، كما لـوحظ     )خارج الجسم (  الريدينيز وأنزيمالمعطاة ثايوسلفات الصوديوم     ثير مـادة ثايوسـلفات     أ ت

 المـواد   تـأثير  أن  لوحظ ايضاً  وقدزالة سمية السيانيد    إي   الريدينيز ف  أنزيمثير  أ من ت  أكفأالصوديوم يكون   

 طـول  أنوقد يعزى ذلـك الـى   ) min 15(عنها عند الزمن ) min 30( بعد مرور أوضحالمعطاة يكون 

  . بشكل نهائيزالة العوامل المثبطةإالفترة الزمنية يؤدي الى 
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  :الكلوكوز. 2

  ز الكلوكوز في مصل وبلازما الدم تأثير المواد المعطاة على تركي:5الجدول         
Conc. of glucose (mmole /l)  

mean ± S · D 

In vitro المادة المعطاة  المجاميع التجريبية  
In vivo 

15 min 30 min 
  مجموعة السيطرة

)0(  
  4.456  لحيالمحلول الم

± 0.324 
4.247  

± 0.035 
4.178  

± 0.048 

  الأولىمجموعة المعاملة 

)1(  
  6.924*  د البوتاسيومسياني

± 0.740 
*7.155  
± 0.037 

*6.715  
± 0.083 

  مجموعة المعاملة الثانية

)2(  

سيانيد البوتاسيوم 

  وثايوسلفات الصوديوم
*3.481  
± 0.418 

4.370  
± 0.019 

4.012  
± 0.017 

  مجموعة المعاملة الثالثة

)3(  

 وأنزيمسيانيد البوتاسيوم 

  الريدينيز
4.248  

± 0.190 
4.831  

± 0.048 
4.221  

± 0.027 

 مجموعة المعاملة الرابعة

)4(  

سيانيد البوتاسيوم 

وثايوسلفات الصوديوم 

   الريدينيزوأنزيم

– *3.451  
± 0.019 

*3.277  
± 0.028 

* Significant difference from control at (p < 0.05) 

  
داخـل وخـارج     (تاسيومبينت النتائج وجود في تركيز الكلوكوز لدى المجموعة المعطاة سيانيد البو          

 أنمـن  ) EPA, 1990( مقارنة مع معدل تركيزه لدى مجموعة السيطرة وهذا يتفق مع ما ذكـره  )الجسم

 والتقليـل مـن مـسار       زالتسمم بالسيانيد يؤثر على ايض الكلوكوز اذ يسبب تنشيط مسار الكلايكوجينولس          

بينما لوحظ وجود انخفاض معنـوي       .دم ال  وبلازما  زيادة تركيز الكلوكوز في مصل     ي وبالتال زالكلايكولس

المعطـاة   والمجموعـة ) داخل الجـسم   (في تركيز الكلوكوز لدى المجموعة المعطاة ثايوسلفات الصوديوم       

ورجوع تركيز الكلوكوز في المجاميع الأخرى الى       ) خارج الجسم ( ثايوسلفات الصوديوم وأنزيم الريدينيز   

 لوحظ  وقد)Caianut et al., 1984(ا يتفق مع ما ذكره  وهذمستوى يقارب تركيزه في مجموعة السيطرة 

وهذا يعزى  )min 15(الزمن عنها عن  )min 30(  بعد مروراً المواد المعطاة يكون واضحتأثير أن ايضاً

  . بشكل نهائي طول الفترة الزمنية يؤدي الى زوال العوامل المثبطةأنالى 

   

  :الثايوسيانيت. 3

 يتحـول الـسيانيد الـى       إذ  وخـارج الجـسم    نهائي لايض السيانيد داخل   يعد الثايوسيانيت الناتج ال   

  .الإدرار الريدينيز المحفز للتفاعل ثم يطرح الثايوسيانيت عن طريق أنزيمالثايوسيانيت بوجود 
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   تأثير المواد المعطاة على تركيز الثايوسيانيت في مصل وبلازما الدم:6الجدول     

Conc. of thiocyanate (µmole/l)  
mean ± S · D  

In vitro 
  اةالمادة المعط  المجاميع التجريبية

In vivo 
15 min 30 min 

  مجموعة السيطرة

)0(  
  19.25  المحلول الملحي

± 0.000 
75.333  

± 0.570 
75.333  

± 0.570 

  الأولىمجموعة المعاملة 

)1(  
  25.583*  سيانيد البوتاسيوم

± 0.629 
**118  
± 1.520 

**
130.330  

± 3.000 

  مجموعة المعاملة الثانية

)2(  

سيانيد البوتاسيوم وثايوسلفات 

  الصوديوم
*28.796  
± 0.320 

***254  
± 2.280 

***
280.143  

± 3.605 

  مجموعة المعاملة الثالثة

)3(  

 وأنزيمسيانيد البوتاسيوم 

  الريدينيز
*24.091  
± 0.392 

**126.330  
± 2.700 

**
138.660  

± 3.000 

 ابعة الرمجموعة المعاملة

)4(  

سيانيد البوتاسيوم وثايوسلفات 

  ينيزيد الروأنزيمالصوديوم 
-  ***194.616  

± 3.050 

***
194.900  

± 2.360 
*Significant difference from control at (p < 0.05) , (p<0.001) **, (p<0.0001) ***.  

  

 ـ       النتائج وجود ارتفاع   أظهرت  اة سـيانيد البوتاسـيوم    في تركيز الثايوسيانيت لدى المجموعة المعط

في  واضح    مقارنة بمعدل تركيزه لدى مجموعة السيطرة، كذلك لوحظ وجود ارتفاع          )داخل وخارج الجسم  (

  الريـدينيز أنـزيم تركيز الثايوسيانيت لدى المجموعة المعطاة ثايوسلفات الصوديوم والمجموعة المعطـاة         

مقارنـة  ) خارج الجسم ( وم وأنزيم الريدينيز  المعطاة ثايوسلفات الصودي   والمجموعة) داخل وخارج الجسم  (

 معالجة أنمن ) Tulsawani et al., 2005(بمعدل تركيزه لدى مجموعة السيطرة وهذا يتفق مع ما ذكره 

التسمم بثايوسلفات الصوديوم يؤدي الى زيادة تركيز الثايوسيانيت فـي الـدم، وهـذا يعـزى الـى دور                   

 سـمية الـسيانيد بتحويلـه الـى مركـب اقـل سـمية               إزالةي   الريدينيز ف  وأنزيمثايوسلفات الصوديوم   

 أنـزيم  بتأثير السمية مقارنة    إزالة ثايوسلفات الصوديوم يكون اكبر في       تأثير أن كما لوحظ    ،)الثايوسيانيت(

 المواد المعطاة يكون تأثير أن لوحظ ايضاًوقد ) Caianut et al., 1984(الريدينيز وهذا يتفق مع ما ذكره 

 طول الفترة الزمنية يـؤدي  أنوهذا يعزى الى ) min 15(عنها عن الزمن ) min 30(مرور  بعد اًواضح

  . سميةالأقل السيانيد بتحويله الى الثايوسيانيت إزالةالى 

يستنتج من الدراسة ان الطريقة المحورة لتحضير الانزيم بشكل بلورات نقية اعطت عـدد مـرات                

ترشيح الهلامي في عزل الانزيم من الدم كذلك تبين ايـضاً أن            تنقية أعلى من استخدام طريقة الترسيب وال      
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الانزيم المعزول له القابلية على إزالة سمية السيانيد داخل وخارج الجسم وعليه نوصي بمحاولة اسـتخدام                

  .الانزيم كأحد طرائق معالجة التسمم بالسيانيد
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