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 في جرثومة في انتاج الالجنيت  Alginate lyaseعن دور إنزيم تحلل الالجنيتالتحري 
 Pseudomonas aeruginosa  

 اميرة محمود محمد الراوي، ادة عبد الرزاق محمد الطائي غ
 العراقالموصل ،  ، جامعة الموصل ، ، كلية العلوم قسم علوم الحياة

 ( 0282/   80 /  81  تاريخ القبول: ---- 0282/   4 /  81  تاريخ الاستلام:) 
 :الملخص

المعزولية  ذات الينم  المههيرا المطيا   P.aeruginosa في  جروومية Alginate Lyaseالكشف عن دور انزيم محلل الالجنيت  استهدف البحث 
  ميييولر وبالاسيييتعانة بيييالمجهر ملييي 5( بتركييييز IPTG) Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosideباسيييتطدام ميييادة  مييين حيييالات سيييريرية مطتل ييية

ذات كانييت  IPTGالتعييرل لمييادة  أا لحهييةفيي  وقييت الصيي ر  P.aeruginosaأن طلايييا جرووميية المجهرييية  اههييرت الصييورو الالكترونيي  النافييذ ، 
ة الان صيال بعيد تركيب مههرا طلوا  بيع  وبعد مرور ساعتين من التعرل بدت منا ق ان صال بين الغشيايين اليداطل  والطيارج  وازدادت من  ي

ادا تيراكم الالجنييت في  البيريبلازم في  السيلالات ال اقيدة لهيذا الانيزيم مميا  حييث اربع ساعات وم تحللت معهيم الطلاييا بعيد سيت سياعات مين التعيرل
 .الطلية بالنهاية الى ان جار

 المقدمة
، اذ يسهم جينات البناي الحيوا للالجنيت على الكروموسوم جميعت ع 
فضلا عن جينات ى الاقل ف  البناي الحيوا للالجنيت جيناً عل 04

( وعلى اية حال 1لبروتينات مول عامل سكما البديل ) تنهيمية تش ر
فان معهم الجينات تنتهم ف  ولاث عناقيد رئيسة واقعة ت ريباً عند 

 .P.aeruginosa (2)على كروموسوم جروومة  81و 14و 9الدقائق 
ل  للالجنيت عند  عالبناي الحيوا ال ت ع كل الجينات المش رة لعملية

مشكلة منهومة البناي مكونة من اون  عشرة جيناً وترتيبها  14الدقي ة 
 algAومنتهية بالجين  algDحسب اتجاه الاستنساخ مبتدئاً بالجين 
وتعمل بشكل  algD promoterويكون التعبير تحت سي رة الممهد 

،  algD  ،alg8  ،alg44  ،algKوهذه الجينات ه  : منهومة 
algE  ،algG  ،algX  ،algL  ،algI  ،algJ ، algF  ،algA  

(4 , 3) . 
لبروتينات تركيبية وأنزيمية  لجنيتتش ر هذه الجينات التركيبية للا

 Guanosine diphosphateلأنزيم  algDمتعددة إذ يش ر الجين 

(GDP)-mannose dehydrogenase (5). 
نزيم البوليمريز ي ترل على انه اشائ  لبروتين غ alg8ويش ر الجين 

لانتاج  ضرورالبروتين غشائ   alg44، كما يش ر الجين 
لبروتين بيربلازم  م لوب  algK. فيما يش ر الجين (6)الالجنيت

مش راً لبروتين  algE. ويعد الجين (7)لتكوين متعدد تام صحيح 
. (8)ر الذا من طلاله يحدث الافراز للبوليم AlgEالغشاي الطارج  

-C5مرتب اً بيربلازمياً ويش ر لأنزيم  algGبينما يكون ناتج 

mannuronan epimerase  ويحم  متعدد الالجنيت من فعالية
 .alginate lyase (AlgL) (9) الأنزيم الحال

الييييذا يكييييون بييييروتين بيربلازميييي  م لييييوب  algXويشييييابهه نيييياتج الجييييين 
 وآطيييرون Schiller لتكيييوين متعيييدد تيييام . وكيييان مييين الم ييياج  ميييا وجيييده

 Alginate lyaseالمشييي ر لأنيييزيم  algL( حيييول دراسييية عييين 8991)
(AlgL )ة نهوميييوهيييو الأنيييزيم المحليييل للاجنييييت وهيييو وقوعيييه طيييلال الم

 algI نييواتج الجينييات الييولاث ، وتسييهم لجنيييتالجينييية للبنيياي الحيييوا للا
 . (10) الالجنيت O-actylation أستلة ف  عملية algFو algJو

لأنييييييزيم ونييييييائ  الوهي يييييية إذ يعمييييييل كيييييي نزيم  algAيشيييييي ر جييييييين  وأطيييييييراً 
Phosphomannose isomerase  وأنييييزيمGDP-mannose 

pyrophosphorylase (11) .  
أحيييد جينيييات البنييياي الحييييوا للالجنييييت ويكيييون واقعييياً عنيييد  algCيعيييد و 

وييتم استنسياطه بشيكل  P.aeruginosa PAOف  طري ية  82الدقي ة 
 . (12) 14قي ة مست ل عن من  ة الد

 GDP-mannose (GMD)لأنيييييييزيم  algDيشييييييي ر جيييييييين 

dehydrogenase  اليييييذا يعميييييل كييييي نزيم محيييييدد للنميييييو فييييي  السيييييلالات
-GDP إليى GDP-mannoseليي االمطا ية عن  رييق تح ييز تحوييل 

mannuronic acid  (13)لذلك تلزم الطلية لانتاج الالجنيت  . 
نزيمييات الم لوبيية لبنيياي للأ Dو Cو Aوبييذلك تكييون قييد شيي رت الجينييات 

 حالميا يتكيون و GDP-mannuronicللالجنييت وهيو  الوحدات الاولية
GDP-mannuronic acid  ينت يل عبير الغشياي اليداطل  فإنيه يتبلمير و

. ويحيييدث  alg44و alg8 الجينيييات لنيييواتج مُ تيييرلعييين  رييييق اتحييياد 
 Mannuronateليييبعل وحيييدات  pimerizationبعيييد البلميييرة تنييياهر 

-C-5 (AlgG)عين  رييق الأنيزيم  Guluronateلى وحدات لتتحول إ

epimerase ( (15 ,14. 
تيييييداطل بيييييروتين  موقيييييعفييييي  (  Scaffoldمكيييييوك )وقيييييد اقتييييير  نميييييوذج 

AlgG   البربلازم بشيكل مباشير ميع بيروتين فAlgK  مين أجيل حمايية
 Alginateمتعدد الالجنيت النام  من الانحلال ب نزيم تحلل الالجنيت 

lyase(AlgL) (16)  . 
 نميوذجالاحتميال أن يكيون جيزياً مين  AlgXواقترحت دلائل حديوية بي ن 

 .   (7)لازم  يريبالب Scaffold المكوك
عليى اليرغم مين وجيود دلييل  غيير واضيح   الالجنيتويعد دور أنزيم تحلل 

ان الالجنيييييت سييييرعان مييييا يتحلييييل ويطتلييييف فيييي  الحجييييم فيييي  السييييلالات 
ة  رضيييللمع ييية دعميياً  AlgLعيين  بدرجيية عاليييةالمطا ييية التيي  تعب يير 
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 Oligomersان هييذا الأنييزيم المحليل قييد يجهييز ق عياً من وصيية قصيييرة بي
 .   Epimerization (14)بدئ عملية البلمرة الت  قد تُ 

 mannuronateتحيييدث عمليييية الأسيييتلة ليييبعل وحيييدات  التنييياهربعيييد 
عند الموقع الوان  أو الوالث ليذرة الأوكسيجين عين  رييق نيواتج الجينيات 

التيي  قييد تشييكل مع ييداً ميين الغشيياي وتطييدم  algIو algJو algFولاث اليي
. وبعييد الانتهيياي O-acetylation (10)كمركييز ت يياعل  لعملييية الأسييتلة 

يُن يييل طيييارج الطليييية مييين طيييلال بيييروتين  البيييوليمر مييين هيييذه العمليييية فيييإن
 .  (17)لمشابه للبورين االبروتين  AlgEالغشاي الطارج  

 المواد و طرائق العمل
Alginate lyase (AlgL )الكشف عن دور إنزيم تحلل لالجنيت 

 في انتاج الالجنيت :
اجرا ف  انتاج الالجنيت Alginate lyase   انزيم دورمن اجل ابراز 

 : ( 81)ما ي ت  اعتماداً على  ري ة الباحوين 
  حُضر وس  مرقLuria-Bertani (LB ) المحضر من تربتون(
وُزع  ( ،% 2.5كلوريد الصوديوم  ،% 2.5، مستطلص الطميرة  % 8

 بالموصدة  ف  انابيب بلاستيكية وعُ مت

 أُضيييييييييييييييف محلييييييييييييييول ميييييييييييييين مييييييييييييييادة Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG التيييي  تييييم الحصييييول عليهييييا ميييين )
الامريكيييية وهييي  ميييادة كربوهيدراتيييية بشيييكل  US Biologicalشيييركة 

لجنييت والتحيرا مسحوق بلورا ابيل تم اضافتها لغرل حيث انتياج الا
 5،بحيييث يكييون تركيزهييا النهييائ   AlgLعيين دور انييزيم تحلييل الالجنيييت

 مل  مولر ف  الوس  .
  لُ حييييت مكييييررات ميييين انابيييييب وسيييي  مييييرقLB  الحاوييييية علييييى مييييادة

IPTG  بمزارع حديوية لجرووميةP.aeruginosa   المطا يية الناميية في
اذج مييين م وأُطيييذت نمييي 13ال يييور اللوغيييارتم  ،حُضييينت الميييزارع بدرجييية 

 Zeroبدايية التل ييح وقيت الصي ر هي  مطتل ية زمنيية المكيررات ب تيرات 

time  سياعات مين التعيرل ستساعات وبعد  اربعوبعد ساعتين وبعد 
 . IPTGمادة ل
   1222رُسييييييبت بجهيييييياز ال ييييييرد المركييييييزا عنييييييد سييييييرعة وا ئيييييية 

دقي ييية ، أُهمييييل الراشيييح وغُسيييل الراسيييب بييييالمحلول  85دورة/دقي ييية لميييدة 
 سييلج ، أُجريييت بعييدها ط ييوات التحضييير لل حييص بييالمجهر الملحيي  ال

-Transmission Electron Mcroscopyالالكترونيييي  النافييييذ 

CM10 SEM515  نيوعPhilips ، جامعية بغيداد/ في   هولنيدا المنشي
 كما موضح بالط وات الآتية : و  النهرين / وحدة المجهر الالكترون  .

 :  للمجهر الالكتروني النافذتحضير ال
عمليات التوبيت والتج يف وال مر لطلايا جروومة  تمت

P.aeruginosa  ( إذ تم عمل كرات 89على )اعتماداPellets 
واجراي ط وات متعددة تلتها عمليت  الت  يع والتصبيغ للعينات اعتمادا 

بوسا ة المجهر الالكترون   ( وبعد الانتهاي منها فحصت02على )
كيلو  82طدام فولتية عالية باست Philips EM 510النافذ من نوع 

فولت .الت  ت الصور على فلم طاص وتم تحميل الأفلام و بع 

رون  ف  كلية ال ب/جامعة الصور ف  مطتبرات المجهر الالكت
 /بغداد .النهرين

 النتائج والمناقشة
 Alginate لكشف عن دور انزيم تحلل الالجنيتنتائج ا

Lyase  (AlgL) في انتاج الالجنيت: 
مل  مولر ف  وس  مرق  5بمحلول تركيزه  IPTGمادة  استطدمت

LB  من اجل حث انتاج الالجنيت والكشف عن دور انزيمAlgL   ف
انتاجه وبعد تل يح الجروومة والتحضين ل ترات زمنية تضمنت وقت 
الص ر وبعد ساعتين وبعد اربع ساعات وبعد ست ساعات وترسيب 

مجهر الالكترون  النافذ الطلايا بهدف تحضير نماذج منها لل حص بال
. ف  وقت الص ر P.aeruginosaاوضحت النتائج ان طلايا جروومة 

بدت ذات  IPTGأا عند التعرل المباشر )الآن ( للحث بمادة 
وبعد مرور  (،8تركيب طلوا ومههرا  بيع  كما ف  الصورة )

( ان 0توضح الصورة ) IPTGساعتين من التعرل للحث بمادة 
ن صال ما بين الغشائين الداطل  والطارج  قد يدل هناك منا ق من الا

، اما بعد اربع AlgLعلى حدوث   رة ف  الجين المش ر لانزيم 
فيلاحه انت اخ من  ة البريبلازم  IPTGساعات من المعاملة بمادة 

تراكم ف  مركب ال اذ ان( 1بشكل ملحوه وهذا ما توضحه الصورة )
صالًا واضحاً ما بين الغشائين الالجنيت ف  من  ة البريبلازم سبب ان 

( تحلل واضح لمعهم 4الداطل  والطارج  للطلايا فيما تههر الصورة )
 بعد ست ساعات. IPTGالطلايا بعد حوها بالمعاملة بمادة 

واقترحييا ميين  (81)جييايت هييذه النتييائج م اب يية لمييا حصييل عليييه الباحوييان
حلييييل )انييييزيم ت AlgLطييييلال نتائجهمييييا بييييان ف ييييدان فيييي  وجييييود بييييروتين 

( فيييي  العزليييية المطا ييييية منييييع متعييييددات Alginate lyaseالالجنييييت 
الالجنيييييت المتكونيييية حييييديوا فيييي  البيييييربلازم ميييين ان تن ييييل طييييلال الغشيييياي 
الطييييارج  والتيييي  بالنهاييييية قييييادت الييييى تييييراكم الالجنيييييت فيييي  البيييييريبلازم 

 .  Pressureوتسببت ف  ان جار للجدر الطلوية من شدة الضغ  
افييراز  –ح ييم للالجنيييت طييلال مسييار البنيياي الحيييوا ان دور الانييزيم الم

 Secretion pathway - Alginate biosynthesisالالجنييييت 
لييييد بيييديهيا ولهيييذا عيييدت وهي تيييه اليييى حيييد ميييا موييييرة للجيييدل فهيييو ربميييا 

. او ربما يكون مهما كذلك في  (21)يسي ر على  ول البوليمر المنتج 
ي يييع فييي   algLر  مييين جيييين تسيييريع انتشيييار الجيييراويم، وان التعبيييير الم ييي

المطا ية يؤدا الى ن صان ف   يول متعيدد  P.aeruginosaجروومة 
الالجنييييييت وازديييييياد فييييي  الان صيييييال الجرويييييوم  مييييين الاسييييي ح اللاصييييي ة 

adherent surface  مييييع ان جييييينalgL  ي ييييع فيييي  منهوميييية البنيييياي
الحييييوا للالجنييييت، ليييذلك فهيييو يسييياعد فييي  التعبيييير ميييع انزيميييات البنييياي 

البيربلازميي   AlgLلييه، ف ييد بييدا مسييؤولًا ميين طييلال ان بييروتين الحيييوا 
او مييين مع يييد  Polymerizationربميييا يكيييون جيييزياً مييين عمليييية البلميييرة 

 . (22)الن ل ف  البيربلازم 
فيييييييي  جرووميييييييية  AlgLفيمييييييييا سييييييييجلت احييييييييد  الدراسييييييييات ان بييييييييروتين 

P.aeruginosa  لا يكييون م لوبييا لانتيياج الالجنيييت ميين قبييل الجرووميية
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سيالبة لانيزيم  P.aeruginosa، إلا انه ف  عزلة اطير  لجروومية (23)
ف د اههيرت عيدم مطا يتهيا وانتجيت  lyase-negativeتحلل الالجنيت 

 . (14) هف   كميات قليلة من
 ∆algLاللذان اطتبرا ت وير   رة (81)وف  دراسة للباحوان  

دة ، السيلالة السيريرية العائيFRD1في  سيلالة  nonpolorغير ال  بيية 
العاليية  التليف الكيسي المعزولة من مرضى  P.aeruginosaلجروومة 
 algD، لاحهيييا انيييه عنيييدما اعييييد تنشيييي  منهوميييية (+Alg)المطا يييية 

، تحلليييييت الطلاييييييا طيييييلال algLفييييي   يييييافرات  IPTGباسيييييتطدام ميييييادة 
ساعات قليلة اذ اههر المجهير الالكتروني  النافيذ بميرور اليزمن ان صيال 

رج  والداطل ، مع تجمع الالجنيت في  البييريبلازم ت ورا للغشائين الطا
واليذا قياد بالنهاييية اليى تميزق الطلايييا، كميا قاميا بالكشييف عين الالجنيييت 

 AlgLالمتحلليية ممييا دل علييى ان  FRD1300فيي  راشييح طلايييا مييزارع 
لييم يكييين م لوبييا فييي  انتيياج الالجنييييت. ولت سييير هيييذه النتييائج ف يييد اقترحيييا 

يمتلييييك  AlgLلجنيييييت والييييذا فيييييه بييييروتين أنموذجييييا للبنيييياي الحيييييوا للا
وهي ييية انزيميييية كيييي نزيم محليييل للالجنييييت ودور تركيبيييي  كمكيييون لجهيييياز 

 P.aeruginosaفييييييي  جرووميييييييية  Scaffoldالن يييييييل البيريبلازمييييييي ، او 
 المطا ية .

البيريبلازم  هو ايضا  AlgGواشارت دراسات ساب ة ان بروتين 
اً ) بمعنى اطر يمتلك وهي ة مزدوجة اذ يمتلك نشا اً انزيمي

Polymers level C-5 mannuronan epimerase ًودوراً تركيبيا )
ف  حماية متعدد الالجنيت المتكون حديوا من الهجوم الانزيم  من قبل 

بروتين  Algk.ويعد بروتين  AlgL (24, 9)انزيم تحلل الالجنيت 
ن دهن  افتراض  ف  البيريبلازم، الذا يكون م لوبا لحماية المتعدد م

 .(16)الهجوم الانزيم  من قبل انزيم تحلل الالجنيت 
نم  مههرا مشابه لذلك فال افرات ال اقدة للي  AlgXوتمتلك  افرات 

AlgX, AlgK, AlgG  تنتج بوليمرات ت شل لت رز طارجا، الا انها
 . AlgL (7)سرعان ما تتحلل من قبل بروتين 

 - Uronic acidsوجدت مستويات عالية من احمال اليورنك 
ف  راشح  –الوا ئة الوزن الجزيئ  الت  تعد نواتج تحلل الالجنيت 

للالجنيت يضم  Scaffoldالزرع لهذه ال افرات. لذلك نموذج المكوك 
وان  AlgLوعلى الاغلب  AlgX, AlgK, AlgGعلى الاقل 

AlgL   يلعب دوره الاساس  ف  تح يم الالجنيت الذا يتراكم ف
 ية عالية كما يمتلك دوراً ف  ن ل المتعدد البيريبلازم تحت هروف مطا

 (.18عبر الغشاي الطارج  )
 

 

 

 
 . 24500Xبالشكل ال بيع  قوة التكبير  P.aeruginosaطلايا جروومة : (6) الصورة

بييين الغشييائين اليداطل  والطييارج  قييوة   اصيل، حييدوث انIPTGمين الحييث باضييافة ميادة  بعيد سيياعتين P.aeruginosaطلايييا جرووميية : (1)الصوورة 
 . 24500X التكبير

، حدوث انت اخ من  ة البريبلازم. ب وة IPTGبعد اربع ساعات من الحث باضافة مادة  P.aeruginosaطلايا جروومة  (:3) الصورة
 .  41000Xالتكبير

8 0 

1 4 
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، حدوث تحلل لمعهم الطلايا قوة IPTGة بعد ست ساعات من الحث باضافة ماد P.aeruginosaطلايا جروومة  (:4الصورة )
 .16000Xالتكبير
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Abstract:  
The role of enzyme alginate lyase in production of alginate was determined by using 5 mmol. of IPTG with 

Transmission EM. The photographs showed the Pseudomonas aeruginosa cells, at zero time of exposure were 

quite normal, after 2hrs. of exposure, separation of outer and inner membranes was observed, Gradually 

separation continued after 4 hrs. and was followed by lysis of most cell after 6 hrs. exposure. 

 

 

 شكر وتقدير: 

مسيياعدة في  عميل ط ييوات التحضيير لل حيص بييالمجهر الالكتيون  النافيذ وعمييل  نت يدم بجزييل الشييكر للاسيتاذة اليدكتورة كوكييب سيليم نجيم لمييا ابدتيه مين
 ونت دم بكامل الت دير لها لتيسيرها الصعوبات الت  واجهتنا ف  هذا المجال. pelletكرات 

 


