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  الملخص
نيز في المصل ومتحلل كريات الدم تدين دي امأنزيم السايتم تطوير طريقة لونية لتقدير فعالية 

وتم تثبيت الظروف . اليوردينالى قياس كمية الامونيا الناتجة من تحول السايتدين  الحمر بالاعتماد على
         نيز عند استخدام تركيزي أعلى فعالية للسايتدين دي ام أن، اذ بينت النتائج الأنزيمالمثلى لعمل 

لل كريات الدم الحمر على ولار للمحلول المنظم صوديوم فوسفيت للمصل ومتحملي م) 200(و) 100(
دقيقة للمصل ) 30( و) 45( وفترة تحضين (35ºC) ودرجة حرارة (7.5)، وعند دالة حامضية التوالي
 السايتدين وكمية الأساسملي مولار من مادة ) 2(، وتركيز لل كريات الدم الحمر على التواليومتح

  .مايكروليتر من المصل ومتحلل كريات الدم الحمر على التوالي) 50(و ) 75( تتواجد في  التيالأنزيم
 الامينية مثل الكلوتاميك والهستدين في محلول التفاعل الأحماض وجود بعض أن النتائج وأظهرت

 MgCl2 و CoCl2 و KCl و CuCl2 المعدنية مثل الأملاح بعض أن في حين الأنزيم تحفيز إلى أدت
  . تثبيطهلىإ أدت
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ABSTRACT 

A colorimetric method was developed for determination cytidine deaminase 
activity in serum and erythrocyte haemolysate. This method based on estimation the 
amount of ammonia produced from conversion of cytidine into uridine. The optimum 
conditions of the enzyme using this method were obtained. 
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The result showed that maximum activity of cytidine deaminase by the method 
above in serum and erythrocyte haemolysate was obtained using (100 mM) and            
(200 mM) of buffer solution sodium phosphate for serum and erythrocyte respectively at 
pH (7.5) and (2mM) cytidine as a substrate and (75µL) serum and (50 µL) erythrocyte 
haemolysate as a source of enzyme for (45 min) and (30 min) serum and erythrocytes 
haemoly sate at (35 ºC). 

Moreover, the results of the study also predicted that presence of some amino acids 
such as histidine, glutamic in the reaction solution activate the enzyme activity, while 
some metal salts such as MgCl2, CoCl2, KCl and CuCl2 inhibited the activity. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 الإزالة يحفز (Cytidine amino hydrolase, EC3.5.4.5)نيز أنزيم السايتدين دي ام إن

  اليوردين اوديوكسي يوردين على التواليإلى الامينية للسايتدين اوديوكسي سايتدين 

 (Alta’ee and Ewadh, 2003; Laliberte and Momparler, 1994) ومن خلال الدراسات المختلفة 

  من ناحيةالأنزيمانه يختلف باختلاف مصدر ب وجد الأنزيمحول هذا 

 ، وفي الثباتية تجاه الحرارة، والوزن الجزيئيالأساسالتخصص نحو مادة 

(Katsuragi et al., 1989; Yu et al., 1976a, b; Kream and Chargaff, 1952).  

 التخصص نحو مادة  في الخواص الحركية ، فمن ناحيةالأخرىض الاختلافات كما لوحظ بع

 الأنزيم هذا إنليس من السايتدين فحسب بل  الأمين مجموعة إزالة له القدرة على الأنزيم أن وجد لأساسأ

  المعالجة لابيضاضالأدويةيوسيدات السايتوسين المتشابهة المستخدمة في ل الامينية لنيوكالإزالةيحفز 

-'aza-2-5)يوكسي سايتدين -2´-ازاد-5 و(arabinose cytosine)ارابينوس سايتوسين الدم، مثل

deoxycytidine) ثنائي فلوروديوكسي سايتدين -2'- 2' و(2-'2'-difluro deoxy cytidine) 

(Eliopoulos et al., 1998; Laliberte and Momparler, 1994) من  السايتدين دي امينيزنزيما يتكون 

 (++Zn)ي هو ايون الخارصين أنزيم دالتون وله مرافق 16185 ووزن جزيئي أميني حامض 146

(Carlow et al., 1995)  الأحياءفي  ات الواسعة الانتشارالأنزيم من أمنيز السايتدين دي أنزيمويعد 

ئن  اللباأنسجة  في مختلفالأنزيم، كما تم التعرف على فعالية (Vita et al., 1985)المجهرية 

)(Eliopoulos et al., 1998 زيادة تكوين كريات الدم أثناء تزداد عدة مرات الأنزيم فعالية أن كما تبين 

 ;Alta’ee and Ewadh, 2003)( والمرض اللمفاويللإنسان، وفي العديد من الخلايا السرطانية الحمر

Eda et al., 1998.   

   بالاعتماد أمنيزدين دي  السايتأنزيموتستخدم الطرق الطيفية لتقدير فعالية 

   لليوردين المتكونية الزيادة بالامتصاصأو للسايتدين يةعلى قياس النقصان بالامتصاص

; Katsuragi et al., 1989; Yu et al., 1976a, b; Sakai et al., 1971)2001 , حمودات( .  
 

                      Cytidine                                          Uridine + NH3  Cytidine deaminase 
H2O 
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 في مصل الدم ومتحلل أمنيزفعالية السايتدين دي ل البحث على تحوير طريقة القياس ويهدف
ن التفاعل باستخدام طريقة الباحث كريات الدم الحمر بالاعتماد على كمية الامونيا المتحررة م

Katsuragi تستخدم في التعبير عن فعالية  اللونية لتقدير كمية الامونيا والتي ممكن ان )1986( وجماعته
  .أمنيز السايتدين دي أنزيم

  
  المواد وطرائق العمل

  :تحضير مصل الدم. 1
، وحفظ ة من موانع التخثر وفصل مصل الدم نظيفة وجافة وخاليأنابيبتم جمع الدم الوريدي في 

 على الدم المتحللالنماذج الحاوية  وأهملت،  القياساتإجراء في المجمدة لحين (20ºC-)في درجة حرارة 
  .اتالأنزيمفي جميع الفحوصات وخصوصاً قياس فعالية 

  

  :فصل كريات الدم الحمر. 2
 Bealter طريقة بإتباعمليلتر لفصل كريات الدم الحمر ) 5-4(استخدم دم غير متخثر بحجم 

  ).1989 (Stevens و Price طريقة بإتباع، ثم حضر منها متحلل كريات الدم الحمر )1977(وجماعته 
  

  :أمنيز السايتدين دي أنزيمقياس فعالية . 3
  في مصل الدم ومتحلل كريات الدم الحمرأمنيز السايتدين دي أنزيمتم قياس فعالية 

 والمعتمدة على تحديد كميةاللونية ) 1986 ، وجماعتهKatsuragi ( طريقةإلى استناداً 
   Berthelot كاشف بيرثوليت نانوميتر باستخدام) 560( الامونيا الناتجة وعند طول موجي 
 (Tietz, 1986) (phenol-hypochlorite) ،مبدأ التفاعل هوأن إذ :  

  

،  اليـوردين وامونيـا    إلـى  أمنيز السايتدين دي    أنزيم السايتدين مائياً من قبل      الأساسالمادة  تحلل  
 وكمـا مبـين     في وسط قاعـدي   ) الفينول وهايبوكلورايت (والامونيا الناتجة تتفاعل مع كاشف بيرثولت       

 :أدناهبالمعادلة 
  

1)    Cytidine                                      Uridine + NH3  
 
 
2) NH3

+  + 5NaOCl + 2                                                         + 5NaCl +5H2O                
                
                             Phenol                    Indophenol   

   ازرق اللون                                                       
                                                     (λm 590 nm)            

   
سايتدين المزال منه   مايكرومول من ال  ال ب أمنيز السايتدين دي    نزيموتم التعبير عن الفعالية النوعية لأ     

  .لمنحني القياسي لكبريتات الامونيوم اإلىملغم بروتين وبالرجوع /دقيقة/الامين

Cytidine deaminase 
H2O 

OH

O

N
OH- 
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  :قياس البروتين الكلي. 4

  .(Crandall,1983)تم قياس البروتين الكلي بطريقة بايوريت 

  

  النتائج والمناقشة

  :الأنزيمالتجارب التمهيدية لقياس فعالية 

 في مصل ومتحلل كريات نزيم الظروف التمهيدية وجود فعالية للأ تحتالأولية النتائج أظهرت

 الأمينمن السايتدين المزال  مايكرومول التعبير عنها بالأمكن، وكانت الفعالية النوعية التي الدم الحمر

 (0.65 ± 3.5)لكل دقيقة لكل ملغم بروتين في مصل الدم ومتحلل كريات الدم الحمر على التوالي هي 

 في المصل ومتحلل كريات الأنزيم الظروف المثلى لقياس فعالية إلى، ولغرض التوصل (0.75 ± 6.8)و

  . عدد من التجارب المتتابعة لتحديد هذه الظروفأجريتالدم الحمر 
  

  :الأنزيمالعلاقة بين فترة التحضين وفعالية .1

ق اختبار فترات  عن طريالأنزيموفعالية ) زمن التفاعل(تمت دراسة العلاقة بين فترة التحضين 

ي بين مادة الأنزيم  التفاعللإتمام، لتحديد الفترة الزمنية المثلى دقيقة) 105-5(لتحضين ابتداءً من ا

 بزيادة فترة التحضين الأنزيمفعالية  وجود زيادة في) 1( يتضح من الشكل إذ، الأنزيم السايتدين والأساس

، وهذا لل كريات الدم الحمر على التواليتحالمصل وم دقيقة لكل من) 30(و ) 45 (إلىبصورة خطية 

 التناسب أن، حيث )Katsuragi et al., 1989; Ipata and Cerignani, 1978( نتائج الباحثينيتفق مع 

  .يةأنزيم إزالة الامينية من السايتدين هي الإزالة أن مع فترة التحضين دليل على الأنزيمالخطي لفعالية 
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  :الأنزيمالعلاقة بين المحتوى البروتيني وفعالية . 2
 الدم الحمر متحلل كريات بكميات مختلفة من المصل وأمنيز السايتدين دي أنزيمتم قياس فعالية 

) البروتين (الأنزيمان سرعة التفاعل تزداد بزيادة كمية ) 2(، ويوضح الشكل مايكروليتر) 25-175(
 (mg 6.5)لنسبة لمتحلل كريات الدم الحمر و بروتين با(50 µL) (mg 2.3) قيمة أقصى إلىللوصول 
(75 µL)ية للسايتدين هي نتيجة الأنزيم الإزالة أن، وتعطي النتائج دليلاً اخراً على  بروتين للمصل

  .الموجود في المصل ومتحلل كريات الدم الحمر) البروتين (الأنزيم
 الامينية الإزالة دليل على ان نزيمع المحتوى البروتيني للأ مالأنزيماذ ان التناسب الخطي لفعالية 

  .يةأنزيممن السايتدين هي ازالة 
  

  :تاثير تركيز المحلول المنظم على فعالية الأنزيم. 3
  تمتاز المحاليل المنظمة بمقاومتها لأي تغير في تركيز ايونات الهيدروجين عند اضافة كميات

          ، اذ تم استخدام المحلول المنظم الفوسفيت(Tietz, 1986)لول قليلة من حامض أو قاعدة إلى المح
(Sodium phosphate) (7.4) وباس هيدروجيني.  

) 100(ان أعلى فعالية للأنزيم في المصل تم الحصول عليها عند تركيز ) 3(يتضح من الشكل 
ملي ) 200(ريات الدم الحمر ملي مولار في حين ان التركيز الامثل للمحلول المنظم لأنزيم متحلل ك

 لذا استخدم )Katsuragi et al., 1989; Vita et al., 1985; Beck et la., 1972( ، وهذا يتفق معمولار
 .هذين التركيزين لجميع التجارب اللاحقة
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 العلاقة بين الفعالية النسبية لأنزيم السايتدين دي امنيز وفترات التحضين المختلفة في : 1شكل ال

 .المصل ومتحلل كريات الدم الحمر                   
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 من مستخلص  العلاقة بين الفعالية النسبية لأنزيم السايتدين دي امنيز وتاثير الحجوم المختلفة: 2شكل ال

 .)البروتين(الانزيم 

Buffer Concentration (mM)

 على الفعالية النسبية لأنزيم (Sodium phosphate)المنظم الفوسفيت المحلول تاثير تركيز : 3شكل ال

 .السايتدين دي امنيز في المصل ومتحلل كريات الدم الحمر
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  :الأنزيم على فعالية (pH) الدالة الحامضية تأثير. 4
،  ويسمى الرقم الهيدروجيني الامثل فعالية عندهأقصى الأنزيم رقماً هيدروجينياً يبدي أنزيمان لكل 

 (Denaturation) الأنزيم تشويه طبيعة إلىوعند استخدام رقم هيدروجيني عالي او واطئ جداً يؤدي 
 في نزيمان الدالة الحامضية المثلى للأ) 4 (ويبدو واضحاً من الشكل )Tietz, 1986 (وفقدان فعاليته

           نتائج الباحثينفي المحلول المنظم، وهذا يتفق مع) 7.5(المصل ومتحلل كريات الدم الحمر هي 
)Vita et al., 1985(لذا استخدمت هذه الدالة الحامضية في جميع التجارب اللاحقة ،.  

 

 
 

  

  
  :الأنزيم درجة الحرارة على فعالية أثيرت. 5

 ويتناسب طردياً مع درجة ي من حيث نشاطهالأنزيمتعد درجة الحرارة عاملاً مهماً بالتفاعل 
، وحالة (50ºC-0)ات وفي درجة حرارة الأنزيم هذه الظاهرة تنطبق على عدد كبير من أن، اذ الحرارة

 الضعيفة المحافظة على الشكل الثلاثي واصرالأ تفكك إلىاستخدام درجة الحرارة القصوى يؤدي 
  .)Tietz, 1986(  وفقدان فعاليتهالأنزيمللبروتين وبالتالي يترتب على ذلك تشويه طبيعة 

رفع نشاط  ان الارتفاع التدريجي لدرجات الحرارة يعمل على) 5( يتضح وكما مبين بالشكل إذ
هذه الدرجة  ، لذا استخدمتالأنزيمفعالية  بعدها تنخفض (ºC 35) درجة حرارة إلى للوصول الأنزيم

و ) 1989( واَخرون Katsuragi  الباحثينإليه أشار ويتفق مع ما اللاحقةالحرارية في جميع التجارب 
Vita خرون1985( و.(  
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ومتحلل  تأثير الدالة الحامضية على الفعالية النسبية لأنزيم السايتدين دي امنيز في المصل:  4شكل ال

 .كريات الدم الحمر
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  :الأساسدة  وتركيز ماالأنزيمالعلاقة بين فعالية .  6

 تسبب في الأساس في خليط التفاعل ثابتاً فان الزيادة في تركيز مادة الأنزيمعندما يكون تركيز 
 تصبح السرعة ثابتة مهما زاد أن إلىالبداية ارتفاعاً سريعاً في معدل سرعة التفاعل ثم تقل تدريجياً 

 بالسرعة القصوى اسالأس تركيز للمادة أعلى ويطلق على السرعة عند الأساستركيز مادة 
(Maximum Velocity)ويرمز لها بـ (Vmax)   وتركيز مادة الأنزيمولمعرفة العلاقة بين فعالية 

 ملي مولار (0.5-10) الأساس بوجود تراكيز مختلفة من المادة الأنزيم، تم قياس فعالية  السايتدينالأساس
  ).رالمصل او متحلل كريات الدم الحم (الأنزيموبكمية ثابتة من 

 حتى تصل الأنزيم تعمل على زيادة فعالية الأساسان زيادة تركيز مادة ) 6(ويتضح من الشكل 
ملي مولار في المصل ومتحلل كريات الدم الحمر حيث تكون سرعة التفاعل ثابتة تقريباً ) 2( قيمة إلى

  .لا تتغير بزيادة التركيز
، وباستخدام رسم سرعة القصوى اللازمة لحصول الالأساسوبهذا يمكن تحديد تركيز مادة 

 السايتدين دي نزيم لأ(Vmax)، وجد ان قيمة السرعة القصوى )7( برك والموضح في الشكل -لاينويفر
،  للمصل(3M-10×1.85)  تساوي(km)  وقيمة ثابت ميكليس منتن(µM/min./mg 6.221) تساوي أمنيز

 وثابت (µM/min./mg 12.823)  تساويأمنيز السايتدين دي نزيم السرعة القصوى لأأنفي حين 
 وجده الباحثون في الادبيات ماوهذا يتفق مع . لمتحلل كريات الدم الحمر(3M-10×0.66) ميكيلس منتن

)Katsuragi et al., 1989; Vita et al., 1985; Ipata and Cercignani, 1978; Yu et al., 1976a, b; 
Ipata et al., 1978(. 
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منيز في المصل ومتحلل السايتدين دي ا تأثير درجة الحرارة على الفعالية النسبية لأنزيم:  5شكل ال

 .  كريات الدم الحمر
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  :الأنزيمالظروف المثلى لقياس فعالية . 7

 أنزيم خلال هذه الدراسة لقياس فعالية إليهاالظروف المثلى التي تم التوصل ) 1(يوضح الجدول 
  .السايتدين دي امنيز من مصل ومتحلل كريات الدم الحمر اللونية

ن دي امنيز تحت الظروف المثلى في المصل ومتحلل كريات الدم كانت الفعالية النوعية للسايتدي
ملغم على التوالي، وتمثل زيادة قدرها /دقيقة/ مايكرومول(0.85 ± 13.61) و (0.34 ± 8.75)الحمر هي  

ملغم للمصل ومتحلل كريات الدم الحمر على التوالي مقارنة مع /دقيقة/ مايكرومول(6.81) و (5.25)
 .لقياسالظروف التمهيدية ل

  
   السايتدين دي امنيز من مصلأنزيممكونات مزيج التفاعل المثالية لقياس فعالية :  1جدول ال

  . بالطريقة اللونيةللإنسان ومتحلل كريات الدم الحمر        

  الأنزيممصدر 
المحلول تركيز 

  (mM)المنظم 

 الأس

الهيدروجيني 
(pH)  

سايتدين 
(mM) 

 الأنزيم
(ML)  

درجة 

الحرارة 
(ºC)  

فترة 

التحضين 
(min)  

 serum  100 7.5 2 75 35 45مصل 

متحلل كريات الدم الحمر 
R.B.C. Haemolysate  
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متحلل كريات الدم الحمر

Substrate Concentration (mµ) 

 Serum مصل 

ومتحلل  المصل تأثير تركيز المادة الأساس على الفعالية النسبية لأنزيم السايتدين دي امنيز في:  6شكل ال

  .كريات الدم الحمر
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  :الأنزيم المعدنية على فعالية الأملاح تأثير. 8

 الأنزيم مثل المعادن واحتياج الأنزيم على فعالية وتأثيرها معرفة العوامل المساعدة لأهميةنظراً 

 المعدنية الأملاح إليها وأضيفت،  التي تم تحديدها سابقاًالأنزيم، تم استخدام الظروف المثلى لتفاعل إليها

 الأنزيم المعدنية على فعالية الأملاح تأثير) 2(يوضح الجدول وملي مولار ) 1 و 0.1( وبالتركيزين 

 في الأنزيم له تاثير تثبيطي واضح على فعالية (MgCl2)يوم نتائج ان كلوريد المغنيسالويتضح من 

 KCl وكلوريد البوتاسيوم CoCl2المصل ومتحلل كريات الدم الحمر وكذلك بالنسبة لكلوريد الكوبلت 

 واَخرون  Yu  نتائج الباحثينملي مولار وهذا يتفق مع) 1 و 0.1( وكلوريد النحاس وفي كلا التركيزين 

(1976a, b) ،Katsuragi ويعزى سبب تثبيط فعالية ، )1995(و يونس ) 1986( واَخرون               

 المعدنية مع مجموعة الأملاح بسبب تفاعل هذه الأخرىات الأنزيم السايتدين دي امنيز وبعض أنزيم

  .)Boyer, 1959( تثبيطه إلى مما يؤدي الأنزيم الموجودة في (SH-)الثايول 
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متحلل كريات الدم الحمر

 Serum مصل 

منتن للمادة الأساس السايتدين وقيمة السرعة -برك لتوضيح قيمة ثابت ميكليس -رسم لاينويفر: 7شكل ال

 .القصوى لأنزيم السايتدين دي امنيز في المصل ومتحلل كريات الدم الحمر
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           في المصل ومتحلل كرياتأمنيز السايتدين دي الأنزيم المعدنية على فعالية الأملاح تأثير: 2جدول ال

  .الدم الحمر

 في متحلل نزيمالفعالية النسبية للأ*

  %كريات الدم الحمر 

 في نزيمالفعالية النسبية للأ*

  الملح المعدني  (%)المصل 

0.1 m.M 1 m.M 0.1 m.M 1 m.M 
  100  100  100 100  السيطرة
MgCl2 65.91 72.7 66.77 75.21 
CoCl2 78.92 89.46 42.36 60.10 
KCl 70.8 74.61 82.22 91.25 

CuCl2 70.46 73.57 44.61 60.32 
   بدون اضافة الملح المعدني على انها عينة نزيمللأ) لثلاث مكررات(اعتمدت الفعالية النسبية * 

   المضاف اليهالأنزيم احتسبت فعالية  ومن ثم%100 واعتبرت الفعالية) الضابط(السيطرة    

  . عينة السيطرةإلىالمعدني نسبة   الملح  

  

  :الأنزيم الامينية على فعالية الأحماض تأثير. 9

ي المصل ومتحلل  فأمنيز السايتدين دي أنزيم الامينية على فعالية الأحماض تأثير دراسة أيضاتم 

ملي ) 10و1( تراكيز مختلفة وبإضافةحت الظروف المثلى  تالأنزيم، اذ تم قياس فعالية كريات الدم الحمر

  . الامينيةالأحماضمولار من 

 تحفيزي واضح على تأثيران حامض الكلوتاميك والهستدين كان له ) 3( يتضح من الجدول إذ

 إليه أشاروهذا يتفق مع ما  . في المصل ومتحلل كريات الدم الحمر وفي كلا التركيزينالأنزيمفعالية 

Boyer  )1959( ،Yu  واَخرون)1976, a, b ( وKatsuragi ونرواَخ) في ان الحامض الاميني )1986 

، ان زيادة فعالية الانزيم بوجود بعض الاحماض الأنزيمالكلوتاميك والهستدين يسبب زيادة في فعالية 

ذه المركبات هي الامينية لا زالت غامضة ويعتقد ان لها علاقة بالتنظيم الخلوي حيث ان تنشيط الانزيم به

صفة عامة لانزيم السايتوسين دي امنيز ويعتقد ان الحامض الاميني يرتبط مع الموقع المنظم 

(Regularity)المادة الاساس- للانزيم وبذلك يعمل على زيادة تحلل معقد الانزيم )Yu et al., 1976a(.  
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 في أمنيز السايتدين دي الأنزيمعالية  الامينية على فالأحماض تراكيز مختلفة من بعض تأثير: 3جدولال

   .المصل ومتحلل كريات الدم الحمر

 في متحلل نزيمالفعالية النسبية للأ*

  %كريات الدم الحمر 

 في نزيمالفعالية النسبية للأ*

 الحامض الاميني  (%)المصل 

0.1 m.M 1 m.M 0.1 m.M 1 m.M 
  100  100  100 100  السيطرة

 180 146 165 122 هستدين

 130 115 123 109 كلوتاميك

   على انها عينة أمينيحامض  إضافة بدون نزيمللأ) لثلاث مكررات(اعتمدت الفعالية النسبية * 

  إليه المضاف الأنزيم ومن ثم احتسبت فعالية %100 واعتبرت الفعالية) الضابط(السيطرة    

  . عينة السيطرةإلى نسبة الحامض الاميني   

  

 كريات ل في مصل الدم ومتحلأمنيز السايتدين دي أنزيم ممكن قياس فعالية  نستنتج انهأنويمكن 

 الأنزيمالدم الحمر بالطريقة اللونية وبالاعتماد على تحديد كمية الامونيا الناتجة فضلاً عن قياس فعالية 

  .اد استخدامهابالطريقة الطيفية المعت
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