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.تنقية وتوصيف 3 من البكتيريا واستخدامه في تثبيط الخلايا السرطانية. L-asparaginaseانتاج انزيم 
 . Erwinia carotovora MM3  من البكتيريا L-asparaginaseأنزيم 

 3ناهي يوسف ياسين،  1العاني  محمد قيس ،   1، خالد فاروق عبد الغفور 6محمد عمر محيي الدين
 جامعة بغداد ،ذية والتقانات الاحيائية  كلية الزراعة قسم علوم الاغ  1
 قسم علوم الحياة، كلية العلوم ، جامعة الانبار 2

 وزارة التعليم العالي والبحث العلمي.،  المركز العراقي لابحاث السرطان والوراثة الطبية 3
 ( 2010/  1/  22 ، تاريخ القبول:  2002/  6/  11) تاريخ الاستلام: 

 من اطروحة الدكتوراه للباحث الثالث*مستل 
  :الملخص

 1بتركيممز  NaOHوالمسممتصلب بطريقممة المعاملممة بالقاعممدة  Erwinia carotovora MM3المنممتم مممن العزلممة المحليممة  L-asparaginaseتممم تنقيممة منممزيم 
ممرة علما التموالي ،  1.16% و 11.00ممرات التنقيمة للانمزيم عياري باستصدام عدة صطوات شملت التركيز بكبريتات الامونيموم ببلغمت الحلميلة الانزيميمة وعمدد 

% و 12.22بكانمت الحلميلة ازنزيميمة وعمدد ممرات التنقيمة   DEAE-Sephacylثم اجريت عملية الفلل بالتبادل الايوني باستصدام المبادل الايوني السمال  
بتبممين وجممود قمتممين لفعاليممة الانممزيم رمممز   Sephacryl-S300باسممتصدام ممملام  مممرة علمما التمموالي ، ثممم اصمممل الانممزيم للفلممل بطريقممة الترشممي  ال لامممي 3.02

وكانمممت  ERIIممممرة علممما التممموالي ، ورممممز للقممممة الثانيمممة  3.36% و 21.6و كانمممت الحلممميلة ازنزيميمممة وعمممدد ممممرات التنقيمممة ل مممذا الجمممز   ERIللقممممة ازولممما بمممم
ممرة علما التموالي ، بعمدما اصممل كمل جمز  علما حمدة لعمليمة الفلمل بالترشمي  ال لامممي  2.03و % 32.12الحلميلة الانزيميمة وعمدد ممرات التنقيمة ل مذا الجمز  

ممرة علما التموالي ، بينمما كانمت الحلميلة الانزيميمة  2.22% و ERI 13.30باستصدام نفس ال لام بكانمت الحلميلة الانزيميمة وعمدد ممرات التنقيمة للجمز  الاول 
باسمتصدام الترحيمل الك ربمائي علما  ERIIو   ERIتمم اصتبمار نقماوة الانمزيمين ممرة علما التموالي. 12.20% و ERII 22.12وعمدد ممرات التنقيمة للجمز  الثماني 

 ERIبتبمين ان الانمزيم علما درجمة جيمدة ممن النقماوة اذ تبمين احتموا  الانمزيم  SDSبغيا  الممادة الماسمصة للبروتينمات  PAGE%( 2.2ملام متعدد اكريلامايد )
اظ ممرت نتممائم تولمميي الانممزيمين ان المموزن الجزيئممي للانممزيمين والمقممدر بطريقتممي الترشممي   علمما ثمملاث حممزم . ERIIنممما احتممون الانممزيم علمما حزمممة واحممدة بي

 ان منالم  بمرف بمي الموزن الجزيئمي للانمزيمين وحسم  الطريقمة SDSال لامي والترحيمل الك ربمائي علما مملام متعمدد اكريلامايمد بوجمود الممادة الماسمصة للبمروتين 
دالتمون علما التموالي عنمد تقمديره بطريقمة الترشمي  ال لاممي ، بينمما  10200و  32300قيممة قمدرما  ERIIو  ERIالمستصدمة ، ببلغ الوزن الجزيئمي للانمزيمين 

ي علمما ممملام متعممدد دالتممون علمما التمموالي عنممد تقممديره بطريقممة الترحيممل الك ربممائ 16600و  12200قيمممة قممدرما  ERIIو  ERIبلممغ المموزن الجزيئممي للانممزيمين 
م لكمملا الانممزيمين ، كممما قممدرت طاقممة التنشمميط لكمملا  °30ببلغممت  ERIIو  ERI. تممم تعيممين درجممة الحممرارة المثلمما لفعاليممة الانممزيمين  PAGE-SDSاكريلامايممد 

ببلغمت   ERIIو  ERI الانمزيمين  سمعرة /ممول علما التموالي ، كمما تمم تحديمد طاقمة التنشميط لمسمخ X 10 3 10.9و  X 10 3 13.2الانزيمين ببلغت قيمت ما 
 ERIIو  ERIسممعرة /مممول علمما التمموالي ، كممما تممم تعيممين الممرقم ال يممدروجيني الامثممل للفعاليممة والثبممات لكمملا الانممزيمين  X 10 3 2.1و  X 10 3 1.6قيمت مما 

 60ممدة  2.0اممل بعاليتمع عنمد معاملتمع بمالرقم ال يمدروجيني يحمتفظ بك ERI، وتبمين ان الانمزيم  2.0بكان الرقم ال يمدروجيني الامثمل لفعاليمة كملا الانمزيمين ممو 
اظ مرت نتمائم تحديمد الثوابمت الحركيمة  دقيقة عند حمنع عند نفس الرقم ال يمدروجيني . 30لم يحتفظ بكامل بعاليتع الا مدة  ERIIدقيقة بينما لوحظ ان الانزيم 

 3ببلغمت  ERIIممولاري ، وللانمزيم  X 10-3 6بلغمت  ERIللانمزيم  Michaelis-Menten plotالمقمدرة بطريقمة   Kmللانمزيمين ان قيممة ثابمت ميكمائيلس 
X 10-3  مولاري ، اما قيم السرعة القلونVmax  للانمزيمين ببلغمت للانمزيمERI 3.2  مولاري/دقيقمة وللانمزيمERII  درس تمثثير  مولاري/دقيقمة. 6.1ببلغمت

% اذ احتفظما بكاممل 0.2ولحمد التركيمز  KClو  NaClكلا الانمزيمين يقاوممان التراكيمز الملحيمة ل مملا   بعض المواد والكواشي بي بعالية الانزيمين بتبين ان
% ، كمممممما تبمممممين ان بعاليمممممة الانمممممزيمين تتناسممممم  عكسممممميا ممممممل تركيمممممز كمممممل ممممممن 0.2بعاليت مممممما عنمممممد ممممممذا التركيمممممز ثمممممم انصفممممممت الفعاليمممممة قلممممميلا عنمممممد التركيمممممز 

2.mercaptoethanol  وEDTA  بعالية الانزيمين تنصفض بزيادة تركيز ماتين المادتين ولم يظ ر مي تماثير بمي بعاليمة الانمزيمين عنمد اسمتصدام اذ لوحظ ان
 %.0.01ماتين المادتين بتركيز 

 المقدمة:
قبل الشروع بدراسة الانزيممات وصوالم ا الحركيمة لا بمد ممن تنقيت ما حمد التجمانس 

درجممة ومدروسممة يفتممرض ان ولا تتحقممف التنقيممة الا عبممر مجموعممة مممن صطمموات مت
 [2] اثبتمممت دراسمممة  [1].تمممزداد صلال ممما بعاليمممة الانمممزيم النوعيمممة بمممي كمممل صطممموة 

 Erwiniaجزئيممممما ممممممن بكتيريممممما  L-asparaginaseانمممممزيم  امكانيمممممة تنقيمممممة

chrysanthemi  باسممتصدام التبممادل الايمموني الموجمم  بعمممودSepharose FF 
 Erwiniaممممن العزلمممة الطمممابرة قمممد اجمممروا تنقيمممة الانمممزيم نفسمممع  [3]ان  كمممما، 

carotovora –EC113   باربل صطموات اشمتملت علما التبمادل الايموني السمال
 Sephadex –G200و الترشممي  ال لامممي بعمممود  DEAE-celluloseب ملام 

باسممتصدام  وكروماتوغرابيما الالفمة Sepharose CL-6Bوالتبمادل الايموني ب ملام 
Hydroxy apitite . 

وتنقيتمممع  E.coliممممن  L-asparaginaseانتمممان انمممزيم  ان [4]اوممممحت دراسمممة 
 MnCl2باستصدام طريقتين تممنت الاولا ترسي  الاحماض النووية باسمتصدام 

ومممممن ثممممم الترسممممي  بكبريتممممات الامونيمممموم واجممممرا  الترشممممي  ال لامممممي  باسممممتصدام 
Sephacryl –S200  وتركيزه اصيرا باستصدام الديلزة ممدPEG  بينمما تمممنت

م ممدة صممس دقمائف وممن ثمم اجمرا  ° 20ثانيمة المعاملمة بدرجمة الحمرارة الطريقة ال
ولممرتين متتماليتين ، وجمد ممن  Sephacryl –S200الترشي  ال لامي باسمتصدام 

مذه الدراسة ان طريقة التنقية الثانية كانمت ممي الابممل مقارنمة بالطريقمة الاولما 
مممن المنمماظرات الانزيميممة  بدلالممة الفعاليممة النوعيممة والحلمميلة الانزيميممة وذلمم  لاي

 التي بلل ا وبالطريقيتين المذكورتين.
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المنمتم ممن   L-asparaginaseلانزيم ان الرقم ال يدروجيني الامثل [5]ذكر
 [6]، بينمما ذكممر 3.3-3.6يقمل بمين  Staphylococcus aureusبكتيريما 

 Enterobacterان المممممرقم ال يمممممدروجيني الامثمممممل للانمممممزيم المنمممممتم ممممممن 

cloacae 3.2بلغ ي. 
 Erwinia ان درجممممممة الحممممممرارة المثلمممممما للانممممممزيم مممممممن [7]بينممممممت دراسممممممة

carotovora  قمممد لاحظممموا ان درجمممة الحمممرارة  [3]م ، علمممما ان ° 12بلغمممت
 Erwiniaالمثلمممما ل نممممزيم نفسممممع مممممن عزلممممة اصممممرن مممممن البكتيريمممما نفسمممم ا

carotovora EC113  م.°20تبلغ 
 .Erwinia spتم ممممن المنممم L-asparaginaseان بعاليمممة انمممزيم  [8]وجمممد

ملممي مممولاري ، بينممما  10بتركيممز  EDTAتتوقممي كاملممة عنممد معاملتممع بمممادة 
Naلم تتاثر بالايونات المعدنيمة )
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ملممي ممممولاري لكممل ايمممون . اسممت دبت ممممذه  10( وبتركيممز  ++

 .مؤثرة بي بعاليتعالدراسة تنقية ازنزيم ودراسة حركياتع والعوامل ال
 المواد وطرائق العمل:

 Erwiniaباسممتعمال العزلممة المحليممة   L-asparaginaseتممم انتممان انممزيم 

carotovora MM3  وممن  [9]وتم تقدير الفعاليمة الانزيميمة تبعما لمما ذكمره
%  32-22ثمممم اجريممممت عمليمممة التركيممممز بكبريتممممات الامونيممموم بنسممممبة اشممممباع 

-DEAEالمبممادل الايمموني يمما التبممادل الايمموني ببعممدما تممم اجممرا  كروماتوغراب

Sephacyl  السممممال  المج مممممز مممممن شمممممركةPharmacia  ومممممن ثمممممم اجريمممممت
تبمين وجمود ،  Sephacryl –S300ملام عملية الترشي  ال لامي باستعمال 

عنممد انت مما  عمليممة الفلممل رمممز للنظيممر   L-asparaginaseنظيممرين لانممزيم 
عوممل كمل من مما بلمورة انمزيم مسمتقل و   ERIIوللنظير الثاني   ERIالاول 

   عند اكمال الصطوات اللاحقة من التنقية ودراسة صواب الانزيم.
لغمممرض تحديمممد نقممماوة  . [10]بعمممدما تمممم اجمممرا  الترحيمممل الك ربمممائي للانمممزيمين

الانمممزيمين  وتقمممدير الممموزن الجزئيمممر بطريقمممة الترحيمممل الك ربمممائي بمممملا عمممن 
للفعاليمممة درجمممة الحمممرارة المثلممما  ديمممد طريقمممة الترشمممي  ال لاممممي وبعمممدما تمممم تح

دراسممة الممرقم ال يممدروجيني ، و دراسممة الثبممات الحممراري و  وتقممدير طاقممة التنشمميط
دراسممة الثوابممت ، وتمممت لثبممات لراسممة الممرقم ال يممدروجيني ، ودلفعاليممة لالامثممل 
دراسة تمثثير بعمض ، بعدما تم  Km  [11] و   V.max، وشملت الحركية 

 .L-asparaginaseالانزيمية لانزيمي  فعاليةال ازملا  والكواشي بي
 النتائج والمناقشة:

وحممممدة/مل  13.22( ارتفمممماع بعاليممممة الانممممزيم المممما 1اظ ممممرت النتممممائم )جممممدول 
وحدة/ملغم وكمان عمدد ممرات التنقيمة وحلميلة الانمزيم  1.22والفعالية النوعية 

وم ، باسمممتعمال التركيمممز بكبريتمممات الامونيممم % علممما التممموالي11ممممرة و  1.16
-Lوقمممممممد اسمممممممتعان عمممممممدد غيممممممممر قليمممممممل ممممممممن البمممممممماحثين بمممممممي تركيمممممممز انممممممممزيم 

asparaginase   مممممن احيمممما  مج ريممممة مصتلفممممة بكبريتممممات الامونيمممموم وبنسمممم
اشمممباع مصتلفمممة وامكمممن بمممي ممممذه الدراسمممات الحلمممول علممما الانمممزيم بحلممميلة 

-Lحلمممممول انصفممممماض كبيمممممر بمممممي بعاليمممممة انمممممزيم  [4]لاحمممممظ بقمممممد متباينمممممة ، 

asparaginase م مممممن العزلممممة المحليمممممة المنممممتE.coli   حممممدث بعممممد صطممممموة
% اذ بلغمممممممت  100 – 20الترسمممممممي  بكبريتمممممممات الامونيممممممموم بنسمممممممبة اشمممممممباع 

ممممرة ، كمممما اثبمممت  0.232% وعمممدد ممممرات التنقيمممة 3.16الحلممميلة الانزيميمممة 
مممممن ان بعاليممممة الانممممزيم نفسممممع انصفمممممت بعممممد صطمممموة  [12] ذلمممم  مممممن قبممممل

% وبفعاليممممة 22لمممميلة الانزيميممممة الترسممممي  بكبريتممممات الامونيمممموم وكانممممت الح
 وحدة/ملغم. 60بلغت  نوعية

 كروماتوغرافيا التبادل الايوني :
( وكانمت القمممة 1)شمكل   لموحظ ظ مور صممس قممم بروتينيمة بمي ممذه المرحلمة

الثانيمممة والثالثمممة والرابعمممة تمتلممم  بعاليمممة انزيميمممة وعلممما نحمممو متمممداصل جمعمممت 
 وحمدة/مل 3.26وبعاليت ما النوعيمة  اجزا  مذه القممم بكانمت بعاليت ما الانزيميمة

ولمموحظ صمملال مممذه المرحلممة  (.1وحممدة/ملغم علمما التمموالي )الجممدول  2.63و 
% وبفممممارف مممممئيل عممممن 12.22مممممن التنقيممممة ان حلمممميلة الانممممزيم قممممد بلغممممت 

المرحلممة السممابقة المتمثلممة بممالتركيز بكبريتممات الامونيمموم مممل زيممادة عممدد مممرات 
ة وثلاثممممة امممممعاي المسممممتصلب الصممممام التنقيممممة المممما مممممعفي المرحلممممة السممممابق

( ممما يشمير الما ان صطموة التنقيمة ممذه قمد ادت الما المتصلب ممن 1)الجدول 
نسبة كبيرة من البروتينمات غيمر الانزيميمة دونمما صسمارة تمذكر بمي البروتينمات 

 الانزيمية.
لفلمممل   DEAE-Celluloseمبمممادلات ايونيمممة ممممن نممموع  [13]بقمممد اسمممتصدم

  [14]بينمممما اسمممتصدم  E.coliلمنمممتم ممممن بكتيريممما ا L-asparaginaseانمممزيم 
المنمممممتم ممممممن  L-asparaginase لفلمممممل انمممممزيم  CM-Sephadexمبمممممادل 

E.coli HAP   مبممممادل ايمممموني مممممن نمممموع [15]، كممممما اسممممتصدمDEAE-

Cellulose لتنقيمممة نفمممس الانمممزيم ممممن بكتيريممما Erwinia aroideae 

NRRL-B-138 . 
 الترشيح الهلامي :

 230لمممية للاجمممزا  المفلمممولة علممما الطمممول المممموجي اظ مممر قيممماس الامتلا
نانوميتر ظ ور قمتمين بمروتينيتين منفلملتين عمن بعمم ما المبعض ووجمد ان 

و القممممة   ERIمممماتين القمتمممين تمتلكمممان بعاليمممة انزيميمممة رممممز للقممممة الاولممما 
جمعممت اجممزا  القمتممين كمملا علمما حممدة وقيسممت  ( .2)الشممكل   ERIIالثانيممة 

وتركيمممز البمممروتين بي مممما ، بكانمممت بعاليتي مممما الانزيميمممة  بعاليتي مممما الانزيميمممة
وحممدة/ملغم   1.12و  2.26وحممدة/مل وبعاليتي ممما النوعيممة   2.30و  3.00

 (.  1)جدول    علا التوالي 
ممممررت اجمممزا  القمتمممين علممما عممممود الترشمممي  ال لاممممي نفسمممع تحمممت الظمممروي 

(  1لشمممكل و ا  3نفسممم ا وجمعمممت الاجمممزا  المسمممتردة بمممي الحمممالتين )الشمممكل 
وحمممممدة/مل وبعاليتمممممع  ERI  11.3وكانمممممت الفعاليمممممة الانزيميمممممة للجمممممز  الاول 

بكانمت   ERIIوحدة/ملغم اما الفعاليمة الانزيميمة للجمز  الثماني  6.23النوعية 
وحممممدة/ملغم. كممممما يبممممين ذلمممم   11.02وحممممدة/مل وبعاليتممممع النوعيممممة  10.30
ة التمي امكممن ( المذي يوممم  ممن جانمم  اصمر ان عممدد ممرات التنقيمم1الجمدول )

ممممرة امممما   12.20و   2.22كانمممت   ERIIو   ERIتحقيق ممما لبروتينمممات 
% علمما التمموالي بممي ن ايممة مرحلممة 22.12% و  13.30حلمميلتي ما بكانتمما 

التنقيممممة ومممممي حلمممميلة عاليممممة مقارنممممة مممممل عممممدد مممممن الدراسممممات التممممي اتبعممممت 
 ةمممن الاحيما  المج ريمم  L-asparaginaseالصطموات نفسمم ا بمي تنقيممة انمزيم 

[17] [16]. 
ان ظ ممممور قمتممممين مفلممممولتين وبفعاليممممة انزيميممممة دليممممل علمممما ان المسممممتصلب 

ينمممتم نممموعين ممممن   Erwinia carotovora MM3الانزيممممي لبكتيريممما 
مصتلفممممممين بممممممي وزني ممممممما الجزيئممممممي ويمتلكممممممان  L-asparaginaseانزيمممممممات 

قممدرة الفعاليممة الانزيميممة نفسمم ا.ويذكر ان العديممد مممن البمماحثين قممد اشمماروا المما 
بعمض انممواع الاحيمما  المج ريممة علمما انتممان اكثممر مممن نمموع واحممد مممن انزيمممات 
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L-asparaginase  وجمممود  [18]بقمممد بمممين ، او اكثمممر ممممن نظيمممر واحمممد ل مممذا
رممممز ل مممما  E.coli Bبمممي بكتيريممما   L-asparaginase لانمممزيم متنممماظرين

يصتلفممممان بممممي الممممرقم ال يممممدروجيني الامثممممل لعمل ممممما وبممممي   ECIIو   ECIبممممم
ائبيت ممما وان الاول يتميممز بفعاليتممع تجمماه الاورام السممرطانية اممما الثمماني بيصلممو ذ

  E.coli K12ان بكتيريمما [19]مممن مممذه الفعاليممة ، وبممي دراسممة اصممرن وجممد 
و   Ans-Iرممممز ل ممممما بمممم  L-asparaginaseتنمممتم متنممماظرين مممممن انمممزيم 

Ans-II  قتلمر علما ولوحظ لاحقا ان انتاجية البكتيريما ممن النظيمر الثماني ي
ونظممممرا لظ ممممور انممممزيمين مممممن مسممممتصلب البكتيريمممما قيممممد  الظممممروي اللاموائيممممة.

 الدراسة لذل  تم توليي مذين الانزيمين بي مذه الدراسة جنبا الا جن .
 : L-asparaginaseاختبار نقاوة انزيم 

اظ ممر ملممور الترحيممل الك ربممائي وجممود عممدد مممن حممزم البروتينممات بممي عينممة 
  ERIصمممط مممملام متعممدد اكريلامايمممد  وبلممغ عمممدد حمممزم الانممزيمين وعلممما طممول 
ثمملاث حمزم احممدما وامممحة يعتقممد ان مما تعممود   ERIIحزممة واحممدة وعممدد حممزم 

للانمزيم نفسممع امما الحممزمتين الاصمريين بتعممدان الما بروتينممات ملوثمة مممما يعنممي 
علمما نحممو كامممل بصمملاي الانممزيم الاول )ملممور   ERIIعممدم تنقيممة الانممزيم

1  .) 
-Lمممممممممن ان انممممممممزيم (1)راسممممممممتنا الحاليممممممممة مممممممممل ممممممممما وجممممممممده تتفممممممممف نتممممممممائم د

asparaginase  المنقمممما مممممن العزلممممة المحليممممةE.coli   امتلمممم  ثمممملاث حممممزم
متباينمممة الممموزن الجزيئمممي وبسمممر ذلممم  بوجمممود بروتينمممات اصمممرن ملوثمممة للانمممزيم 

المنقمما جزئيمما  L-asparaginaseان بعاليممة انممزيم [20]المنقمما ، كممما ذكممر 
قد وجدت بي حزمة واحدة من بين سمبل   Erwinia aroideaeمن بكتيريا 

الماسممممصة  SDSحمممزم ظ مممرت علمممما مممملام متعممممدد اكريلامايمممد بغيمممما  الممممادة 
 للبروتين . 

 : ERIIو   ERIتوصيف الأنزيم بنوعيه 
 : الوزن الجزيئي

دالتممون وللانممزيم  32300يبلممغ   ERIتبممين ان المموزن الجزيئممي للانممزيم الاول 
 التون.د 10200يبلغ   ERIIالثاني 

اممما الطريقممة الثانيممة التممي اعتمممدت لقيمماس الممون الجزيئممي ب ممي طريقممة الترحيممل 
وبمممممف العلاقمممممة بمممممين   SDSالك ربمممممائي بوجمممممود الممممممادة الماسمممممصة للبروتينمممممات 

لوغاريتم الاوزان الجزيئية لعدد من البروتينمات القياسمية والحركمة النسمبية ل مذه 
بتبممممين ان المممموزن الجزيئممممي ( 6-3بممممي ممممملام اكريلامايممممد )الشممممكل  البروتينممممات

يبلمممممغ   ERIIدالتمممممون وللانمممممزيم الثممممماني  12200يبلمممممغ   ERIللانممممزيم الاول 
دالتممممون ، ومممممي اعلمممما مممممن قمممميم الاوزان الجزيئيممممة المقممممدرة بطريقممممة  16600

 الترشي  ال لامي لنفس الانزيمين بي مذه الدراسة.
ديرما بممالطرف ان التبمماين بممي الاوزان الجزيئيممة للبروتينممات والانزيمممات عنممد تقمم

المصتلفمة يكمماد يكممون امممرا طبيعيمما لا سمميما وان الاسمماس العلمممي ل ممذه الطرائممف 
-Lوعمومما بمان الموزن الجزيئمي لانزيممي  [11] تصتلمي الواحمدة عمن الاصمرن

asparaginase  بنوعيمممعERI   وERII  المنتجمممين بمممي ممممذه الدراسمممة اقمممل
اذ ان معظممممم مقارنممممة مممممل معظممممم الدراسممممات التممممي اجريممممت بممممي مممممذا المجممممال 

مممن  L-asparaginaseالمراجمل العلميمة تشمير الما ان الموزن الجزيئمي لانمزيم
دالتمممون وان ممممذا  100000الاحيممما  المج ريمممة ولا سممميما البكتيريممما اكثمممر ممممن 
 . [21] الانزيم يتثلي بي الغال  من اكثر من وحدة واحدة

ممممن  L-asparaginaseاوممممحت دراسمممة محليمممة ان الممموزن الجزيئمممي لانمممزيم 
 121326بطريقممممة الترشممممي  ال لامممممي يبلممممغ   E.coliعزلممممة محليممممة لبكتيريمممما 

دالتمممممون بطريقمممممة الترحيمممممل الك ربمممممائي باسمممممتصدام عواممممممل  32120دالتمممممون و 
 mercaptoethanol-2ومعاملمة الانمزيم بعاممل مصتمزل ممو   SDSماسمصة 

يتممممثلي مممممن اربعممممة  L-asparaginaseمممممما قمممماد المممما الاسممممتنتان بممممان انممممزيم 
 [13] وية.وحدات ثان

علمممما ان دراسمممة محليمممة اصممممرن علممما الانمممزيم نفسمممع مممممن البكتيريممما نفسممم ا قممممد 
اشممارت المما ظ ممور ثمملاث حممزم بروتينيممة عنممد تقممدير المموزن الجزيئممي بطريقممة 

لانمممزيم   SDSالترحيمممل الك ربمممائي باسمممتصدام مممملام متعمممدد اكريلامايمممد بوجمممود 
L-asparaginase  32333و  23222و  13623وبمممممممممممممماوزان جزيئيمممممممممممممممة 

دالتممون وتممم ارجمماع ظ ممور ثمملاث حممزم بروتينيممة بممي مسممار الانممزيم بممي ال مملام 
 [4] الا تجزؤه الا قطل بروتينية مصتلفة الاوزان الجزيئية.

 درجة الحرارة المثلى للفعالية والثبات:
لمموحظ زيمممادة بعاليممة الانمممزيمين علممما نحممو وامممم  بربمممل درجممة حمممرارة التفاعمممل 

( ، ولموحظ ايمما 2م ) شمكل ° 30رارة وبلوغ ا حدما الاقلا عنمد درجمة حم
ان التمممدمور الحالمممل بمممي بعاليمممة الانمممزيمين بمممي درجمممات الحمممرارة اعلممما ممممن 

انحممدارا   ERIدرجمة الحممرارة المثلمما مصتلفمما بالنسممبة للانممزيمين اذ شمم د انممزيم 
م مقارنممة مممل الانصفمماض ° 20و  10شممديدا بممي بعاليتممع عنممد درجتممي الحممرارة 

، مممما يشممير اشممارة اوليممة المما ان الانممزيم   ERII الحالممل بممي بعاليممة الانممزيم
( اكثر ثباتا تجاه درجات الحرارة العالية . وتعزن زيمادة سمرعة ERIIالاصير )

التفمماعلات الانزيميممة بفعممل ارتفمماع درجممات الحممرارة المما زيممادة الطاقممة الحركيممة 
للجزيئمات الموجمودة بمي وسمط التفاعمل وبالتمالي زيمادة التلمادمات بين ما وبمين 
المممادة الاسمماس ، بيممد ان انصفمماض الفعاليممة بزيممادة درجممة حممرارة التفاعممل عممن 
درجممممة الحممممرارة المثلمممما للفعاليممممة بيعممممود المممما تمممماثر التركيمممم  الفراغممممي للانممممزيم 
واحتممممممممال مسمممممممصع وبقمممممممدان بعاليتمممممممع جمممممممز ا او كممممممملا اعتممممممممادا علممممممما درجمممممممة 

 .[11]الحرارة
المنممتم   L-asparaginaseيعممزن كممون درجممة الحممرارة المثلمما لفعاليممة انممزيم 

م الما طبيعممة ° 30بحمدود   Erwinia carotovora MM3ممن بكتيريما 
الكممممائن المج ممممري المنممممتم للانممممزيم ب ممممذه البكتيريمممما تميممممل المممما درجممممة الحممممرارة 

م وبالتمممالي تكيفمممت ° 30المعتدلمممة اذ تنممممو بشمممكل مثمممالي بمممي درجمممة الحمممرارة 
لصليمممة بلممممورة الانظممممة الحيويمممة ومممممن مممممن ا الانزيممممات الموجممممودة داصمممل ا

 [13] .عامة للعمل ممن مذه الدرجة الحرارية
م وعلما ممدن ممن ° 10من جان  اصمر درس الثبمات الحمراري للانمزيمين بمي 

( وقمد اصتيمرت درجمة الحمرارة 3دقيقمة )الشمكل  120الما  10الزمن تراو  من 
مذه كون ما اعلما ممن درجمة الحمرارة المثلما بعشمر درجمات حراريمة ، بوجمد ان 

دقيقمة  60يحتفظ بكامل بعاليتع عند درجمة الحمرارة الممذكورة ممدة   ERIانزيم 
 120% مممن بعاليتممع عنممد الاسممتمرار بمعاملتممع مممدة  26.2بينممما يفقممد حمموالي 

يبمدم بفقمد بعاليتممع وعلما نحمو تممدريجي بمد ا مممن   ERIIدقيقمة ، بينمما الانممزيم 
% و  22.2مممممن معاملتممممع اذ لمممموحظ انممممع لا يحممممتفظ الا بحمممموالي  10الدقيقممممة 
 120و  60م ممممدة ° 10% ممممن بعاليتمممع الالممملية عنمممد معاملتمممع بمممي 11.3

 . ERIدقيقة مما يعني انع اكثر حساسية للحرارة مقارنة مل الانزيم 
ممممن الاحيممما   L-asparaginaseوتصتلمممي الملمممادر التمممي تتنممماول انزيممممات 

جماه المج رية بي تحديد درجة الحرارة المثلما لفعاليمة ممذه الانزيممات وثبات ما ت
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المنقممما  L-asparaginaseالممما ان انمممزيم [17]درجمممات الحمممرارة ، بقمممد اشمممار
يفقممممد كامممممل بعاليتممممع عنممممد  Pseudomonas boreopolisمممممن البكتيريمممما 

-Lان انمزيم [22]سماعة ، بينمما ذكمر  21م ممدة  ° 10حمنع بدرجة حرارة 

asparaginase  المنممتم مممن الصميممرةSaccharomyces cerevisiae  
 م .° 20دقائف من حمنع بدرجة الحرارة  10ع بعد يفقد بعاليت

 تقدير طاقة التنشيط :
سممعرة/مول اممما  X 10 3 13.2تبلممغ   ERIوجممد ان طاقممة التنشمميط للانممزيم 

سمممعرة/مول.وتعد   X 10 3 10.2بقمممد بلغمممت  ERIIطاقمممة التنشممميط ل نمممزيم 
ي ماتممان القيمتممان ممممن مممدن طاقممة التنشمميط لمعظممم التفمماعلات الانزيميممة التمم

سممعرة/مول علمممما بممان طاقمممة  12000-6000التمممي تتممراو  بمممين  [23]ذكرممما
 .(2)الشكل   Arrheniusالتنشيط قد تم حساب ا من منحني ارينيوس 

وتعممد مممذه القيمممة منصفمممة للانممزيمين مممما يشممير المما كفا ت ممما العاليممة بممي  
قمة تحويل الممادة الاسماس الاسمباراجين الما النمواتم وذلم  لان العلاقمة بمين طا

 التنشيط الواطئة تدلل علا الكفا ة الحفزية للانزيمات . 
  ERIوبنوعيممع  L-asparaginase انممزيم  كممما قممدرت طاقممة التنشمميط لمسممخ

 ERIIسمممعرة/مول وازنمممزيم   ERI  1.6 X 10 3بكانمممت للانمممزيم ERIIو
2.1 X 10 3  سممعرة/مول، مممما يؤكممد ان الانممزيمERI   اكثممر مقاومممة تجمماه

لعاليمممة مقارنمممة ممممل الانمممزيم الثممماني ذلممم  لان طاقمممة التنشممميط درجمممات الحمممرارة ا
 لمسخ الانزيم تتناس  طرديا مل مقاومة الانزيمات للحرارة.

وتتوابمممف ممممذه النتيجمممة ممممل مممما تمممم ملاحظتمممع بمممي الفقمممرة السمممابقة ممممن ان انمممزيم 
ERI  ذو ثبات حراري عال بصلاي انزيمERII   ويذكر ان كملا الانمزيمين ،

ات الحساسة للحرارة ذل  لان طاقة تنشيط مسمخ الانزيممات يعدان من الانزيم
كيلممممممو جممممممول  630-163سممممممعرة/مول .) 120000-10000تتممممممراو  بممممممين 

/ممممول( و تعطمممي قيممممة طاقمممة التنشممميط لمسمممخ الانمممزيم بكمممرة عمممن ممممدن ثبمممات 
 الانمممممزيم بمممممدرجات الحمممممرارة العاليمممممة بكلمممممما كانمممممت عاليمممممة كمممممان ثبمممممات الانمممممزيم

 [23]اكثر
المنمممممممتم ممممممممن بكتيريممممممما  L-asparaginaseلانمممممممزيم  قمممممممدرت طاقمممممممة التنشممممممميط

Erwinia aroideae NRRL B-138  11000ببلغمت   [15]ممن قبمل 
 L-asparaginaseان طاقمممة التنشممميط لانزيممممي  [22]سمممعرة/مول كمممما وجمممد 

 -Saccharomyces cerevisiae X2180المعمزولين ممن صلايما الصميمرة 
 سعرة/مول لكلا الانزيمين. 11000و  6000بلغت 

 الرقم الهيدروجيني الأمثل للفعالية والثبات:
بنوعيمممممع   L-asparaginaseانمممممزيم  قمممممدر المممممرقم ال يمممممدروجيني لفعاليمممممة انمممممزيم

ERI  وERII  المنمممتم ممممن البكتيريممماErwinia carotovora MM3 
باسمتعمال دار  تمرس  3.2 – 2.2بمدن من الارقام ال يدروجينية تمراو  بمين 

( ان بعاليممممممة 10م المومممممممحة بمممممي الشممممممكل)% ، وبينممممممت النتمممممائ0.1بتركيمممممز 
الانممممزيمين تممممزداد زيممممادة تدريجيممممة بزيممممادة الممممرقم ال يممممدروجيني لوسممممط التفاعممممل 

ثمم تعمود وتمنصفض بزيمادة  2.0وتلل حدما الاقلما بمي المرقم ال يمدروجيني 
قيمممة قممدرما  ERIIو   ERIالممرقم ال يممدروجيني اذ بلغممت بعاليممة الانممزيمين 

مممن بعاليت ممما  3.2بممي الممرقم ال يممدروجيني %  علمما التمموالي 16% و 21.3
 .2.0عن الرقم ال يدروجيني الامثل 

وعند دراسة ثبمات الانمزيمين تجماه الارقمام ال يدروجينيمة قيمد الدراسمة لموحظ ان 
 2.0الانمممممزيمين يحتفظمممممان بفعاليت مممممما عنمممممد معاملت مممممما بمممممالرقم ال يمممممدروجيني 

اكثمر ثباتما تجماه المرقم  ERI( ، اذ تبمين ان انمزيم11بدرجات متفاوتة )الشكل 
واحمممممممتفظ بكاممممممممل بعاليتمممممممع عنمممممممد معاملتمممممممع ب مممممممذا المممممممرقم  2.0ال يمممممممدروجيني 

 120% ممن الفعاليمة بعمد ممرور 22.3دقيقة وانع يفقمد  60ال يدروجيني مدة 
المممذي لمممم يحمممتفظ بكاممممل  ERIIدقيقمممة ممممن المعاملمممة بصممملاي الانمممزيم الثممماني 

شممم د بعمممد  2.0 يمممدروجيني دقيقمممة عنمممد حممممنع بمممالرقم ال 30بعاليتمممع الا ممممدة 
دقيقمممة و  60% مممن بعاليتممع بعممد مممرور 22.2% و 11.2ذلمم  تممدمورا بفقممد 

 دقيقة من الحمن وعلا التوالي. 120
ولمممدد  2.0ان سممب  دراسممة ثبممات مممذين الانممزيمين تجمماه الممرقم ال يممدروجيني 

زمنيممة مصتلفممة ممموالتعري علمما مممدن امكانيممة احتفاظ ممما بفعاليت ممما بممي الممدم 
 ثبوت للاحية استصدام ما بي معالجة الاورام. بي حالة

وثباتممممممع تجمممممماه الارقممممممام ال يدروجينيممممممة   L-asparaginaseلقممممممد درس انممممممزيم 
تمممماثير الارقممممام ال يدروجينيممممة بممممي بعاليممممة  [4]و  [24]المصتلفممممة ، بقممممد درس 

المنممممتم مممممن اجنمممماس بكتيريممممة مصتلفممممة بوجممممدوا ان  L-asparaginaseانممممزيم 
ان [15]، بينممما ذكممر  3.1مثممل لفعاليممة الانممزيم تسمماوي الممرقم ال يممدروجيني الا

المنممممتم مممممن   L-asparaginase الممممرقم ال يممممدروجيني الامثممممل لفعاليممممة انممممزيم
 . 2.2-2.0يقل ممن المدن   Erwinia aroideaeبكتيريا 

ان المممرقم ال يمممدروجيني الامثمممل للانمممزيمين المنتجمممين بمممي ممممذه الدراسمممة والبمممالغ 
امكانية استصدام ما بمي معالجمة الاورام ذلم  لانمع  يعد مؤشرا جيدا علا 2.0

وامكانيممة اسممتصدامع عممن  2.1رقممم قريمم  مممن الممرقم ال يممدروجيني للممدم البممالغ 
 [25] [26] الدموية.  طريف الحقن المباشر بي الدورة 

 الثوابت الحركية للأنزيم :
 ERIIو  ERIبنوعيممع   L-asparaginaseقممدرت الثوابممت الحركيممة لانممزيم 

ين تممم تنقيت ممما بممي مممذه الدراسممة والمنممتم مممن العزلممة المحليممة مممن بكتيريمما  اللممذ
Erwinia carotovora MM3  باسممتصدام الاسمممباراجين مممادة اسممماس ،

[ S( وتركيممممز المممممادة الاسمممماس  vوعبممممر عممممن العلاقممممة بممممين سممممرعة التفاعممممل )
  Michaelis – Menten Plotبطريقمة   Kmو    Vmaxلاسمتصران قميم 
 6% ويعمادل 0.02يبلمغ . ERIثابت ميكائيلس للانمزيم الاول  بوجد ان قيمة

X10 –3   ممولاري وللانمزيم الثمانيERII  3% ويعمادل 0.02يبلمغ X10-3 
للانمممزيمين   V.max(. اممما قمميم السممرعة القلمممون 12-3مممولاري. )الشممكل 

ERI   وERII    مولاري/دقيقة علا التوالي. 6.1و   3.2ببلغت 
تتجلمما بممي  L-asparaginaseلانممزيم  ليسبممت ميكمماان امميممة تقممدير قيمممة ثا

تحديممد الفممة الانممزيم للتفاعممل مممل المممادة الاسمماس الاسممباراجين ، وكلممما كانممت 
قيمممة ثابممت ميكممائيلس واطئممة كلممما كممان الانممزيم مرشممحا للاسممتصدام بممي تثبمميط 
صلايما السمرطان لان العلاقمة بممين قيممة ثابمت ميكممائيلس  للانمزيم والفمة الانممزيم 

لممممادة الاسممماس المسمممتصدمة علاقممممة عكسمممية وكلمممما كانمممت قيممممة ثابممممت تجممماه ا
ميكائيلس قليلة ادن ذل  الا زيمادة سمرعة ازالمة الحمامض الامينمي اسمباراجين 
من بلازما الدم وبالتالي موت صلايا السرطان التي تج ز ب مذا الحمامض ممن 

 [27] .الدم لان ا لا تستطيل تلنيعع داصل الصلية
 ERIبنوعيممع  L-asparaginaseكمماليس المقممدرة لانممزيم وتممثتي قيمممة ثابممت مي

 Erwiniaللانممزيم نفسممة مممن البكتيريمما  [20]مقاربممة لممما وجممده   ERIIو 

aroideae   3والبالغة X 10-3  مولاري باستصدام الاسباراجين مادة اسماس
ان انزيممممات الاسمممباراجينيز ممممن احيممما  مج ريمممة مصتلفمممة تمتلممم   [28]ويمممذكر 
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نمة تجماه ممواد التفاعمل المحتلفمة مبمررا ذلم  بالمدور الفسملجي درجات ميل متباي
 الم م الذي يلعبع الانزيم صلال الادوار المصتلفة من حياة مذه الكائنات.

المنممممتم مممممن العزلممممة  L-asparaginaseان دراسممممة الثوابممممت الحركيممممة لانممممزيم 
يعتبممر مؤشممرا وامممحا علمما   Erwinia carotovora MM3المحليممة 

ت الايمية بي الصلية الحية ممن ممواد تفاعمل ونمواتم ، كمما ان تراكيز المركبا
تحديد مذه الثوابت يساعد علا تحديد السلو  الفسلجي للتفاعمل بمما بمي ذلم  
 الاليمة التممي يممتم بواسممطت ا تنظمميم الفعاليممة الانزيميممة داصممل الكممائن المج مري.

[11] 
 : تأثير الأملاح في فعالية الأنزيم 

كلوريمممممد اللممممموديوم وكلوريمممممد البوتاسممممميوم كمممممان  ( ان2يتمممممم  ممممممن الجمممممدول )
تاثيرممممممما قلممممميلا بمممممي بعاليمممممة الانمممممزيمين ، اذ احمممممتفظ كممممملا الانمممممزيمين بكاممممممل 

% 0.2% ثممم انصفمممت الفعاليممة قلمميلا عنممد تركيممز 0.2بعاليت ممما لحممد تركيممز 
  ERI% للانممزيم 22.2مممن كلوريممد اللمموديوم ليحممتفظ الانممزيم بفعاليممة قممدرما 

% 30بينمما احمتفظ كملا الانمزيمين بفعاليمة قمدرما   ERII% للانمزيم 23.1و 
 %.0.2عند استصدام مل  كلوريد البوتاسيوم بتركيز 

من ج ة اصرن لموحظ ان كلوريمد الكالسميوم بمالتراكيز المسمتصدمة يكمون تماثيره 
بقممد   ERIاذ لمموحظ ان الانممزيم   ERIIو   ERIمثبطمما لفعاليممة الانممزيمين 

بفعاليمممة  ERII% بينمممما احمممتفظ الانمممزيم 0.2% ممممن بعاليتمممع عنمممد تركيمممز 20
% عنمممد اسمممتصدام نفمممس التركيمممز ، كمممما تبمممين ان ملممم  كبريتمممات 16.3قمممدرما 

  ERI% ممن بعاليمة الانمزيم 20% يمؤدي الما بقمدان 0.2الصارلين بتركيز 
، كمممما ان ملممم  كبريتمممات المغنيسممميوم  ERII% ممممن بعاليمممة الانمممزيم21.2و 

% ممممن بعاليتممع عنمممد 32.2وبقممدان   ERIيممؤدي المما تثبممميط بعاليممة الانمممزيم 
% 22.2بفعاليمة قممدرما   ERII% بينمما احممتفظ الانمزيم 0.2اسمتصدام تركيمز 

 عند نفس التركيز.
ويتممم  مممن النتممائم ان تمماثيرا مصتلفمما للاممملا  يظ ممر تجمماه بعاليممة الانممزيمين 
قيممممد الدراسممممة ، ويبممممدو ان الانممممزيمين يقاومممممان التراكيممممز المرتفعممممة مممممن ملحممممي 

للوديوم وكلوريد البوتاسميوم الاممر المذي يعمد نتيجمة ايجابيمة كمون دم كلوريد ا
ملمممممي  112 -136الانسمممممان يحتممممموي علممممما تراكيمممممز عاليمممممة ممممممن اللممممموديوم )

ملمي ممول/لتر( لان الانمزيم المسمتصدم بممي  2.0-3.2ممول/لتر( والبوتاسميوم )
 العلان قد يحقن بي الدم مباشرة.

ظمممة علممما البنيمممة الفراغيمممة للانمممزيم تلعممم  ممممذه الايونمممات دورا كبيمممرا بمممي المحاب
وبالتممالي المحابظممة علمما بعاليتممع ، وتممؤثر الايونممات الموجبممة احاديممة التكمممابؤ 
كاللمممموديوم والبوتاسمممميوم تمممماثيرا ايجابيمممما بممممي بعاليممممة الانممممزيم بممممي حممممين تكممممون 
 الايونمات الموجبممة ثنائيممةالتكابؤ كالمغنيسميوم غيممر مممرورية لفعاليمة الانممزيم.

[29] 
المممذي اشممار المما ان بعاليمممة  [30]لدراسممة الحاليمممة مممل ممما وجممده تتفممف نتممائم ا

المنممتم مممن ملممل دم صنممازير غينيمما قممد تممم تثبيطممع  L-asparaginaseانممزيم
ملي مولاري ممن كبريتمات المغنسميوم والكالسميوم ، كمما تتفمف ممل  2.0بتركيز 

المنممتم  L-asparaginaseانممزيم  الممذي اشممار المما ان بعاليممة [31]ممما وجممده 
تمممم تثبيط ممما بتراكيمممز عاليمممة ممممن الكالسممميوم   Thermus aquaticusممممن 

 L-asparaginaseالممممما ان بعاليمممممة انمممممزيم  [28]روالمغنيسممممميوم   كمممممما اشممممما
لا يتثمبط بواسمطة  Corynebacterium glutamicumالمنتم ممن بكتيريما 

ايونات البوتاسيوم والمغنيسيوم والعديد من العنالمر احاديمة او ثنائيمة التكمابؤ 
 ملي مولاري. 120كيز اكثر من بترا

 : تاثير العوامل المختزلة و الكلابية في فعالة الأنزيم:
  ERIوبنوعيمع   L- Asparaginaseاصتبمر تماثير كاشمفين بمي بعاليمة منمزيم 

  Erwinia carotovora MM3ممن العزلمة المحليمة لبكتيريما   ERIIو 
ن ثنممائي امممين ربمماعي .مركبتوايثممانول ومممو مممن العوامممل المصتزلممة واثيلممي2مممما 

( وممو ممن العواممل الكلابيمة وبتراكيمز تراوحمت بمين EDTAحامض الصلي  )
% ، وحسبت درجة التاثير كنسبة مئوية ممن بعاليمة الانمزيم 0.2% و  0.01

 (.3المتبقية بعد المعاملة بالمادتين المذكورتين )جدول 
و   ERIزيمينوتبممين مممن النتممائم ان كلتمما المممادتين يممزداد تاثيرممممما بممي الانمم

ERII   11.3%  و 2.6بزيممادة تركيزمممما اذ لمموحظ ان الانممزيمين يفقممدان %
.مركبتوايثممممانول بتركيممممز 2مممممن بعاليت ممممما الالمممملية عنممممد معاملت ممممما بمركمممم  

% مممن بعاليت ممما بزيممادة التركيممز المما 32.3% و 21.6% بينممما يفقممدان 0.1
اوالممر ثنائيممة % مممما يعنممي ان الانممزيمين يحتويممان بممي تركيبي ممما علمما 0.2

الكبريممممت وان مممممذه الاوالممممر تبممممدم بممممالاصتزال بشممممكل محممممدود ، بممممي التراكيممممز 
   .الواطئة وبشكل واسل بي التراكيز العالية

 وقمممممممد اشمممممممار عمممممممدد ممممممممن البممممممماحثين الممممممما وجمممممممود اوالمممممممر ثنمممممممائي الكبريمممممممت
(disulphide بي انزيمات الاسمبارجينيز ممن الاحيما  المج ريمة ، بقمد وجمد )

يحتمموي علمما اوالممر   L-asparaginaseان انممزيم [33]و  [32]كممل مممن 
ثنائيمممة الكبريمممت ولكمممن لا يكمممون تاثيرمممما مباشمممرا بمممي تحديمممد التركيممم  الفراغمممي 
للمواقممل الفعالممة كون مما تممربط بممين الوحممدات الاربعممة لجزيئممة الانممزيم لممذل  يبقمما 

 الانزيم بعالا جزئيا بعد معاملتع بمادة مصتزلة.
و   ERIن نممممط تممماثر الانمممزيمين ( ممممن جانممم  اصمممر ا3ويومممم  الجمممدول)

ERII   بمممادةEDTA    2الكلابيممة لا تصتلممي عممن نمممط تاثرمممما بالمركمم. 
بزيادة تركيز ممذه الممادة ،  EDTAمركبتوايثانول ، اذ يلاحظ زيادة تاثرمما بم

% ممممممن بعاليت مممممما الالممممملية عنمممممد  30.0% و 32.1بقمممممد بلغمممممت بعاليت مممممما 
% 10.2% و30.2الفعاليمة الما  % وانصفممت ممذه0.1معاملت ما بالتركيز 

% مممما يثبممت ان 0.2لكمملا الانممزيمين وعلمما التمموالي عنممد معاملت ممما بممالتركيز 
( Metalloenzymesالانممزيمين قيممد الدراسممة مممما مممن الانزيمممات المعدنيممة )

بان مما تنتممزع ايونممات المعممادن  EDTAوعنممد معاملت مما بالعوامممل الكلابيممة مثممل 
وين معقدات مع ا وبالتالي تؤدي الما تثبميط من جزيئات الانزيم من صلال تك
[34] بعاليمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممة الانمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممزيم.

 
 

 

 

 



                                                                                       ISSN:1813 – 1662             1166(  6) –عدد  ،61  –مجلة تكريت للعلوم الصرفة، مجلد 

951 

 

 

 . Erwinia carotovora  MM3 من العزلة  L- Asparaginase(: جدول التنقية لأنزيم 6جدول )

الحجم  مراحل التنقية
الكلي 
 مل

بعالية ازنزيم 
 وحدة/مل

الفعالية الكلية  
 وحدة

تركيز البروتين 
 ملغم/مل

النوعية  الفعالية
وحدة/ملغم 
 بروتين

عدد مرات 
 التنقية

استرداد بعالية 
 ازنزيم %

 100 1 0.33 3.11 222 2.10 122 المستصلب ازنزيمي الصام

 التركيز بكبريتات ازمونيوم
(22-32. )% 

30 13.22 102.10 10.20 1.22 1.16 11.00 

-DEAEالتبادل الايوني بعمود 

Sephacyl . 
16 3.26 323.26 3.20 2.68 3.05 42.57 

الترشي  ال لامي بعمود 
Sephacryl S300 

ERI 22 3.00 200.00 2.20 2.26 3.36 21.6 

ERII 32 2.30 222.60 2.1 1.12 2.03 32.12 

بعمود ERIالترشي  ال لامي للجز  
Sephacryl S300 

12 11.30 162.20 1.62 6.98 7.92 18.30 

بعمود  ERIIالترشي  ال لامي للجز  
Sephacryl S300 

25 10.80 270.00 0.98 11.02 12.50 29.19 

 
 . Erwinia carotovora MM3من العزلة المحلية لبكتيريا   ERIIو   ERIوبنوعيه   L- Asparaginase(: تاثير بعض الاملاح في فعالية أنزيم 1جدول )

 الفعالية المتبقية% التركيز % ازملا 

ERI ERII 
NaCl 0.01 100 100 

0.1 100 100 

0.2 100 100 

0.2 22.2 23.1 

KCl 0.01 100 100 

0.1 100 100 

0.2 100 100 

0.2 30.0 30.0 

CaCl2 0.01 100 100 

0.1 60.2 32.0 

0.2 12.0 60.0 

0.2 30.0 16.3 

MgSO4 0.01 100 100 

0.1 20.1 21.2 

0.2 20.0 62.3 

0.2 61.3 22.2 
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ZnSO4 0.01 100 100 

0.1 60.2 21.6 

0.2 12.0 62.3 

0.2 30.0 12.3 
 

 
 

 نزيمالأ (في فعالية EDTA)و(  mercaptoethanol-.2(: تاثير الكاشفين )3جدول )
 الفعالية المتبقية% التركيز % المادة

ERI ERII 
2.mercaptoetanol 0.01 100 100 

0.1 20.1 33.2 

0.2 60.1 21.1 

0.2 22.1 60.2 
EDTA 0.01 100 100 

0.1 32.1 30.0 

0.2 60.0 22.0 

0.2 30.2 10.2 
 

 

على عمود  MM3 Erwinia carotovoraالمنتج من العزلة  L-asparaginase: كروماتوكرام التبادل الايوني لتنقية انزيم   1شكل  

DEAE-Sephacyl   ترايتون  01.الحاوي على  8ذي الرقم الهيدروجيني مولاري ترس  0.1.. تمت الموازنة باستخدام محلول %

مولاري ترس ذي الرقم  0.1.مولاري كلوريد الصوديوم في  0.0. – .01.وتم الاسترداد باستخدام التدرج  الملحي بين  ..1اكس 

 2قة وبواقع مل /الدقي 00.( سم وبسرعة جريان .X 0 100في عمود بأبعاد ) ..1% ترايتون اكس  01.و  800الهيدروجيني 

 مل/جزء.
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( سم وتمت الموازنة والاسترداد باستخدام 6.1X21بأبعاد ) Sephacryl S-300باستخدام عمود    L-asparaginase( :الترشيح الهلامي لتنقية أنزيم 1شكل )

مل لكل جزء وبسرعة جريان  3وبواقع  611% ترايتون اكس  1.6 –مولاري كلوريد الصوديوم  1.11 – 5.1ئ ترس ذي الرقم الهيدروجيني دار  1.16المحلول 
 مل / الساعة . 65

 

P ro te i n  

A c t i v i t y
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( سم وتمت الموازنة 6.1X21بأبعاد ) Sephacryl S-300باستخدام عمود    L-asparaginaseمن انزيم  ERI( :الترشيح الهلامي لتنقية الجزء الاول 3شكل )
مل لكل جزء  3وبواقع  611% ترايتون اكس  1.6 –مولاري كلوريد الصوديوم  1.11 – 5.1دارئ ترس ذي الرقم الهيدروجيني  1.16والاسترداد باستخدام المحلول 

 مل / الساعة وتم الاسترداد تحت ظروف استرداد الدكستران الازرق نفسها. 65وبسرعة جريان 
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( سم وتمت الموازنة 6.1X21بأبعاد ) Sephacryl S-300باستخدام عمود    L-asparaginaseمن انزيمERII  :الترشيح الهلامي لتنقية الجزء الثاني ( 2شكل ) 
مل لكل جزء  3قع وبوا 611% ترايتون اكس  1.6 –مولاري كلوريد الصوديوم  1.11 – 5.1دارئ ترس ذي الرقم الهيدروجيني  1.16والاسترداد باستخدام المحلول 

 مل / الساعة وتم الاسترداد تحت ظروف استرداد الدكستران الازرق نفسها. 65وبسرعة جريان 
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،   SDSة للبروتينات بغياب المادة الماسخ 5.1% ورقم هيدروجيني 5.1بهلام متعدد الاكريلامايد بتركيز  ERIIو  ERI ( : الترحيل الكهربائي للانزيمين6المصور )
 .Coomassae brilliant blue R-250ملي امبير وصبغ الهلام بصبغة  31نفذ الترحيل بتيار 

 

 
 .Erwinia carotovora MM3يريا المنتج من بكت ERIIو  ERIبنوعيه   L-asparaginase( : منحنى درجة الحرارة المثلى لفعالية انزيم 5شكل )

 

ERI

ERII

درجة الحرارة -مئوي

/مل
حدة

 -و
مية

نزي
ة الا

عالي
الف

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

10 20 30 40 50

( Rm( : العلاقة بين لوغارتم الوزن الجزيئي والحركة النسبية )1شكل)
 SDS( % بوجود 5.1للبروتينات القياسية في هلام متعدد الاكريلامايد )

 Erwiniaمن البكتيريا   L-asparaginaseلاستخراج الوزن الجزيئي لانزيم

carotovora MM3   وبنوعيهERI   وERII . 

( : العلاقة بين لوغاريتم الوزن الجزيئي ونسبة حجم الفراغ 5شكل )
( للبروتينات القياسية باستخدام Vo/Veالى حجم الاسترداد )

استخدمت ( سم و5.5X  24بأبعاد )  Sephacryl S-300عمود
هذه العلاقة لاستخراج الوزن الجزيئي لانزيم الاسباراجينيز بنوعيه 

ERI   وERII 
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م بمدد زمنية مختلفة في محلول دارئ ترس ° 21المعاملين بدرجة حرارة  ERIIو  ERIبنوعيه   L-asparaginase( : الثبات الحراري لفعالية انزيم 5شكل  )

 .5.1برقم هيدروجيني 

  
و   ERIوبنوعيه   Erwinia carotovora MM3من البكتيريا   L-asparaginaseلتنشيط لأنزيم ( : منحني ارينيوس لتعيين طاقة ا9شكل)

ERII و طاقة التنشيط لمسخ نفس الأنزيم 
 

 

 
 Erwiniaريا المنتج من البكتي ERIIو  ERIبنوعيه   L-asparaginase( : منحني الرقم الهيدروجيني الامثل لفعالية انزيم 61شكل )

carotovora MM3. 

ERI

ERII

الرقم الهيدروجيني

/مل
حدة

 - و
يمية

لانز
ية ا

فعال
ال
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1.2
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5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
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في المحلول  5.1في الرقم الهيدروجيني  MM3المنتج من البكتيريا  ERIIو  ERIبنوعيه   L-asparaginase( : ثبات انزيم 66شكل )

 الدارئ ترس في مدد زمنية مختلفة.

 

 

 

 

 
 

 .Km( و .Vmaxلاستخراج قيم) MM3المنتج من البكتيريا  ERIIو  ERIبنوعيه   L-aspمنتن لانزيم  -ميكاليس ( : منحنى 61شكل )
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L-asparaginase production from bacteria and using it in cancer cells inhibition. 
3.Purification and characteraization for L-asparaginase  from Erwinia 

carotovora MM3 
Mohammed O. Mohhideen , Khalid F. Abdul-Gaffor , Mohammed Q.Al-Ani , Nahi Y. Yassen 

Depth Biology,College of Science ,University of Anbar ,Anbar,Iraq 

( Received  14 / 6  / 2009 , Accepted   27 /  4  /2010 ) 

Abstaract 
The aim of this study is to Purification and characteraization for L-asparaginase  from Erwinia carotovora MM3 and 

study its kinetics and effective factors in enzyme production .The purification of L-asparaginase by ammonium sulfate 

precipitation was done , the yield and purification number was 44% and 1.46 times respectively. Ion exchange by 

DEAE-sephacyl was done , the yield and purification number was 42.57% and 3.05 time respectively. The gel filtration 
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by sephacryl S-300 gel showed two peaks for enzyme,s activity, ERI and ERII , the yield and purification number for 

ERI was 21.6% and 3.36 times respectively, the yield and purification number for ERII  32.17% and 5.03 times 

respectively . each peak was separated by gel filtration in the same conditions ERI fraction has a yield and purification 

number 18.30% and 7.92 times respectively, while ERII has a yield and purification number 29.19% and 12.50 times 

respectively. Both ERI and ERII are running on Polyacrylamide Gel Electrophoresis PAGE (7%) to explain the purity 

of  enzymes , ERI has one band while ERII has three bands. 

The molecular weight for L-asparaginase was determined by gel filtration and PAGE-SDS showed  the different values 

according to the useful method . The molecular weight for ERI and ERII was 39800 and 10200 daltons respectively by 

gel filtration method and 45700 and 16600 daltons respectively in PAGE-SDS method. The optimum temperature for 

ERI and ERII was 30°C for both enzymes, the activation energy for ERI was 13.5 X 10
3
 cal/mole and ERII  was 10.9 X 

10
3
 cal/mole , while the activation energy for denaturation for ERI was 4.6 X 10

3
 cal/mole and ERII  was 9.4 X 10

3
 

cal/mole . The optimum pH for both enzymes was neutral equal 7.00 , ERI keeps all its activity when treated by pH = 

7.00 for 60 min. while ERII keeps all activity when treated by pH= 7.00 for 30 min. Km for ERI was 6 X 10 
–3

 molar 

and ERII was 3 X 10 
– 3

 molar , V max foe ERI was 3.2 molar/ min. and ERII was 6.1 molar/ min when they were 

estimated by Michaelis – Menten plot method. Both ERI and ERII resistance NaCl and KCl in 0.2% concentration 

where keeps all activity in this concentration, the activity of ERI and ERII decreased when increased concentration of 

EDTA and 2- mercaptoethanol. 

 

 

 
 

 


