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من إدرار  ومتناظراته المنقاة جزئياAAPً ببتايديزأنزيم الالنين أمينو فعالية

 المصابين بالعجز الكلوي المزمن
 

 **تغريد علوم العقبي    *لي الصالحيفراح غا
 ـ جامعة تكريت لتربية للبناتكلية ا*

 ـ جامعة تكريت ةية التربكلي**
 

 الخلاصة
 

(عينة من 92)إلىدرار المرضى المصابين بالعجز الكلوي المزمن بالأضافة إ( عينة من 50شملت الدراسة)     
بنشااط أنازي      P<0.0001)املحوظ امعنوي ارتفاعاأظهرت نتائج الدراسة .الأصحاء كمجموعة ضابطة إدرار

بلغ معدل  إذ،ى المصابين بالعجز الكلوي المزمن مقارنة بالأصحاءالمرض إدرارفي AAP الألنين أمينو ببتايديز
لتر فاي حالاة   /(وحدة عالمية7.27±23.33لتر في حين كان معدل الفعالية)/(وحدة عالمية1.97±7.58الفعالية)

المرضى المصاابين باالعجز الكلاوي المازمن      إدرار(في (AAPوت  أيضاً تنقية أنزي العجز الكلوي المزمن 
(ومن ث  ت  فصال الأنازي  المنقاى جزئيااً     Sephdex G-50)الترشيح الهلامي ياااكروماتوغراف باستخدا 
 ا.مفي درجة تنقيته انمتناظرين تختلف إلى (DEAE-SephdexA-50)كروماتوغرافيا التبادل الأيوني باستعمال

 
 المقدمة

لوجية المختلفة ( وبمسبباته الباثوCRF- Chronic Renal Failureالعجز الكلوي المزمن )     
 ذلك يؤدي الاى فقادان    ،وبالتالي فأن(Edward،1991 (يؤدي الى العجز البولي بتقد  المرض

وعادةً يت  متابعة تطور .(Verrelli،2005) (polyuriaتكرار البول ) والقدرة التركيزية للكلية 
زما الد  بشكل وخطورة العجز الكلوي المزمن من خلال متابعة تراكيز اليوريا والكرياتنين ببلا
ق عاان فعاليااة دوري . ومااه اااذا فااأن اااذر ا ختبااارات تعطااي مقيااا  غياار د ياا

لذا فقد أصبح للانزيمات الموجودة في إدرار ا نسان أامية كبيرة فاي  .(Whitby،1988)الكلية
المرضاية  إذ تعد الظروف ،تشخيص الكثير من أمراض الجهاز البولي وبالأخص العجز الكلوي

 الإدرارأنزيماات  لمساوؤل عان ا رتفاال الحاصال فاي نشااط بعاض        المه  وا ءالجز
(Kumar،1987.)منها الكلى،القنوات الموجودة في الإدرارعدة لأنزيمات  وانالك مصادر 
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 ; Kumar،1987)مغطاااة بالخلايااا الظهاريااة  التناساالي وال -الجهاااز البااولي      

Yossef،1999) كريات الد ، الأحياء المجهرياة  ،مصل الد،(Maruhn،1986)   ومان ااذر.
 : الأنزيمات

Aspartate aminotransferase(AST),Alanine aminotransferase(ALT),Lactate  

dehydrogenase(LDH ),Acid  phosphatase(ACP),Alkaline phosphatase 

(ALP),Alanine aminopeptidase(AAP).( Al-Alkabie،2000وAl-Madani،2006) 

مجموعة أنزيمات ا مينوببتايديز التاي تشاطر    إلىAAP  ويعود أنزي  ا لنين أمينو ببتايديز 
 جد نوعان من الأمينو ببتايديز الأول وة الببتيدية.ويلمنفرد من النهاية الأمينية للسلس ينيحامض أم

لاذا سامي    L-Leucineamideسا  لاه ااي  (وأفضل مادة أEC 3.4.11.1)سايتوبلازمي
Leucineamino peptidase(LAP) مايكروسومي فهو الأخر،أما(EC 3.4.11.2)  الذي يعمل

ين كماواد  للألنا β-Naphthylamide وNitroanilide-4وكذلك تستعمل مشتقاتعلى الألنين 
إذ يقاو   ،Alanine aminopeptidase(AAP)(Mattenheimer,1988)سامي أسا  له لذا 

AAP4بتحفيز تحرر-Nitroaniline مفضلًا الألنين والحامض الأميني في الطرف النايتروجيني
حياتياً لتحدياد   مؤشراً AAPويعد .(Zlatkovic،1988)دى واسه من الببتيدات والأميداتمن م

الأذى الذي يصيب الكلية،إذ يتحس  اذا الأنزي  للتغير المفاجئ الذي يحصل عند الشخص الذي 
الشاخص   اساتجابة ة الغر  الكلوي واو بذلك يمكن أن يعطينا فكرة عن عاد   تمت له عملي

            إجراء عملية الغر  الكلوي بعد المريض للغر  الكلوي وبذلك يعد تحديد نشاطه مهماً

    ( Jung & Scholz،1980 ; et al.  Jung،1986) له فائدة خاصة فاي التعارف    كوكذل
ووفقاً لما ذكر في ااذر  (.Gibey،1982) العقا يرعاطي بعض لوي من جراء تعلى التسم  الك

فأنه ل  تتطرق الدراسات السابقة لمتابعاة فعالياة ااذا     AAPعن أنزي  المقدمة من معلومات 
 .بالتفصيل الموضولدراسة اذا ت  لذا  بالعجز الكلوي المزمن ، الإصابةالأنزي  في حالة 

 
 المواد وطرائق العمل:

جامعة –من الأشخاص الأصحاء من منتسبي وطلبة كلية التربية عينة إدرار 92جمه  ت العينات:
 تتاراو  وكانت أعمارا  (،52( وعدد الأناث)40)الذكورن عدد تكريت ومن كلا الجنسين،إذ كا

إصابته  بأي مرض من أمراض الجهاز البولي.أماا  (سنة،وذلك بعد التأكد من عد  20-70بين)
 (عينة مرضية(50،فقد ت  جمهCRFالعجز الكلوي المزمن الأنموذجات المرضية للمصابين ب
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سنة،وت  التشخيص من  بل (21-21أعمارا  بين) تتراو (أنثى 12و)ً (ذكرا12أخذت من)     

و  من  بل الماريض  المطر الإدرارجمه  إذالأطباء الأخصائيين في مستشفى تكريت التعليمي.
 بعد أخذ العينة مباشرة. الإنزي ساعة في  نينة جافة ونظيفة،وت   يا  نشاط  12خلال مدة 

 
 طرائق العمل:

 :الإدرارفي AAPقياس نشاط أنزيم الألنين أمينوببتايديز  -1 
( Jung & Scholz،1980)ينيالباحث على طريقة با عتماد  نشاط الأنزي  بالأدرار ا يت       

على الماادة الأساا      بتأثير الأنزيالمتحررة  Nitroaniline-4تعتمد على  يا  كمية والتي
للنموذج  ا متصاصيةوذلك بعد مقارنة Alanine-4- nitroanlide hydrochlorideالمستعملة

 Nitroanilid(Jung،1980.)-4مه الخط البياني القياسي لتراكيز مختلفة من
 قياس تركيز البروتين : -2
وبإساتعمال  قيا  تركيز الباروتين فاي الأدرار   ل (Lowry،1951)الباحث أتبعت طريقة     

 .الد  البقري كبروتين  ياسيألبومين مصل 
 :(Larsen،1972)قياس تركيزالكيرياتنين ومعدل تصفية الكرياتنين -3

ملاون  طريقة الطق  الجااز لتعيين تركيز الكرياتنين من خلال تكوين المعقاد ال  استخدمت     
نانوميتر.اما  492بوساطة تفاعل الكرياتنين مه المحلول القاعدي لحامض البكريك بطول موجي 

سااعة  24فقد ت  تحديدر من خلال  يا  كمية ا درار المطرو  خلال  معدل تصفية الكرياتنين
 ومن خلال تطبيق القانون التالي : وتركيز الكرياتنين بكل من مصل الد  وا درار

 مل()ا درار  حج        (mg./dl)تركيز الكرياتنين با درار                                             

 ×                                            (=ml/min)معدل تصفية الكرياتنين

 1440(min) (    mg/dl)تركيز الكرياتنين بمصل الد                                              

 الأصحاء والمرضى المصابين بالعجز الكلوي المزمن :من إدرار AAPفصل أنزيم  -4
 وذلك لغرض(Jung and Scholz،1980)الباحثيين من الأدراروفقاً لطريقةAAPت  فصل     

 (:Kumar،1987)من المثبطات الثي تحد من نشاطه ومن خلال أستعمال خطوتين اماتخليصه 

 :Gel-filtration  الترشيح الهلامي-أ
 Sephadex G-50 بأستعمال عمود ترشيح الا  الإدرارالأنزي  من  ت  تنقية     
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     (cm. (20×1.5مل من ا درار فوق سطح الا  الترشايح ،ثا  تا  الفصال      5وبإضافة
(مل 5(أنابيب من الأجزاء الناضحة وبحج )6إذ ت  جمه).ئالدارTrisمل من محلول 25 باستخدا 
  مل بالد يقة الواحدة. 2.5 ،وبسرعة جريان  ο (4وبدرجة حرارة ) لكل جزء

 : Dialysisئي الفصل الغشا -ب
كي  الفصال   استخدا التي تعد من أا  وأ د  الطرق المستعملة في تنقية الأنزيمات،إذ ت       

الدارئ لفصل وتنقية أنزي  الألنين أمينو ببتايديز المفصول  Trisل الغشائي الموضول في محلو
 من عمود الترشيح الهلامي في الخطوة السابقة.

الأصحاء والمرضى المصابين بالعجز الكلوي  من إدرارAAPفصل وتنقية جزئية لمتناظرات-5
 (:Al-Akabie،2006)المزمن
 ني السالب بأستخدا  الراتنجإذ أستعمل عمود كروماتوغرافيا التبادل الأيو     

(DEAE-SephadexA-50)  لفصل متناظرات أنزيAAPلديلزة بالخطوة المعزول من كي  ا
(أنبوبة من الأجازاء  11الدارئ،إذ جمعت)Tris(مل من محلول 22السابقة وت  الفصل بأستعمال)

اوي على الدارئ الحTrisمل لكل جزء ليت  بعداا الفصل بأستعمال محلول (2وبمعدل) الناضحة
 .(مول/لتر0.1-0.4تراكيز متدرجة من كلوريد الصوديو )

 
 النتائج والمناقشة :

أوضحت نتائج اذر الدراسة وجود فرو ات معنوية في مستوى نشاط أنزي  الألناين أميناو        
مقارناة ماه   CRF(عينة مرضية من المصابين بالعجز الكلاوي المازمن  50في)AAPببتايديز

(.ويوضح الجدول 1صحاء ومن كلا الجنسين،وكما مبين في الشكل)(عينة من الأشخاص الأ92)
إذبلاغ  CRFفاي إدرار المرضاى المصاابين باا    AAP(مقارناة لمساتوى نشااط   1ر  )

 وحادة عالمياة/لتر،إذ  (1.97±7.58)وإدرار الأصحاء إذ بلغ(وحدة عالمية/لتر 23.33±7.27)
بالفعالية الى التلف الحاصل  وربما يعزى اذا الأرتفالp <0.0001بمستوى معنوي ارتفالانالك 

خلايا النبيبات الدانياة للنفروناات   وبالأخص (Kumar،1987)في أنسجة الكلية والجهاز البولي
    إن طار    إلاى (1ر ا )  ويشيرالجدول(.Mattenheimer،1988)التي يطر  منها اذا الأنزي 

حاء أو المرضاى،لذا  لكل لتر من الأدرار يكون بالذكور أكثر من الأناث سواءاًبالأصAAPأنزي 
 يمكن إزالة اكذا أختلافات و تصحيح التغير في حج  الأدرار خلال وحدة الزمن من خلال  سمة
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 سااعة علاى الكريااتنين المطارو  خالال نفا  المادة       24خلالAAPالمطرو  من     
(Rybek،1987.) اما الجدول(  (فيوضح تراكيز)2رAAP   المطروحة فاي إدرار المرضاى)

من خلال إختباار الطالاب،في   (p< 0.0001،إذ وجد تغير معنوي ملحوظ)CRFالمصابين با
مه الذكور والأناث الأصحاء.ويعزى ذلك الاى  CRFللذكور والأناث المرضى با AAPتراكيز

أظهرت نتائج الدراسة الحالياة   و ديكون أكثر من الأناث.أن الطر  اليومي للإدرار في الذكور 
والكرياتنين المطرو  بالأدرار،إذ وجد إن نسبة نشاط الأنزي  الى AAPوجود علا ة مابين نشاط

الذي يصايب الأنساجة   للضرر د لة واضحة ومؤشرا اتنين المطرو  بالأدرار تكون ذاتالكري
 AAPلك يكون أنازي  ،وبذ(Gok،2003)،واذر النتائج تتطابق مه ماتوصل اليه الباحثالكلوية

عند  AAPومن أجل متابعة التغيرات الحاصلة في أنزي (.Rybek،1987)حساساً للتلف الكلوي
،فقد ت  تنقية اذا الأنزي  جزئياً وفصلت متناظراتاه مان   CRFالأصابة بالعجز الكلوي المزمن

اء تقنياة  (مرة من إدرار الأصحاء وذلك بأجر6.6إدرار الأصحاء والمرضى.إذ ت  تنقية الأنزي )
،إذ ظهرت  مة واحدة للأنزي  المنقى وكما Sephadex G-50الترشيح الهلامي وبأستخدا  الا  

،في (1986وجماعته (Mattenheimerإليهواذا يتطابق مه ما توصل (2موضح في الشكل ر  )
بعد أستعمال الفصل الغشائي بأستخدا  كي  الاديلزة.أما  مرة (14)حين إزدادت درجة التنقية الى

مرة بأجراء تقنية الترشيح (62فقد ت  تنقية الأنزي ) CRFبافي حالة أدرار المرضى المصابين 
(. 3الفصل الغشائي وكما موضح في الشكل ر ا )  استخدا (مرة بعد 119الهلامي وإزدادت الى)

تعمال كروماتوغرافيا التبادل الأيوني الى متنااظرين  ومن ث  ت  فصل الأنزي  المنقى جزئياً بأس
والشاكل   بالنسابة للأصاحا  (4تختلف في درجة تنقيتها وكما موضح في الشكل ر ا )  أنزيمية
المفصولة من ادرار AAP المتعلقة بمتناظرات نتائجال للمرضى،واذا يتطابق مه (بالنسبة5ر  )

إذ لوحظ عناد الفصال بأساتعمال    .(Al-Akabie،2006)المصابين بسرطانات الجهاز البولي
المفصول من إدرار الأصحاء يحمل شحنة موجباة   كروماتوغرافيا التبادل الأيوني بأن المتناظر

الادارىءذي  Tris (وحدة عالمية/لتر وينزل خلال عملية الروغان بمحلاول  6.5وبمعدل نشاط)
ي المازمن فقاد ازداد   أما المفصول من ادرار المصابين بالعجز الكلو (7.8)الأ  الهيدروجيني

وبمعدل نشاط  يحمل شحنة موجبة أيضاً IIوكان المتناظر (وحدة عالمية/لتر14.5نشاطه ليصل)
 (وحدة عالمية/لتر.في حين ل 12للأصحاء ويرتفه عند المرضى ليصل) (وحدة عالمية/لتر9.7)

ما موضح وك تظهر أية متناظرات عند أستعمال محاليل متدرجة التراكيز من كلوريد الصوديو 
  (خلاصة لخطوات التنقية أعلار،إذ  حظ أن4،)(3ل ر  )الجداووتوضح (.9(و)4في الأشكال)



 2002 )2 (العدد -)3(المجلدالدراسات العلمية  -مجلة جامعة كركوك 
 

الترشيح الهلامي في إدرار الأصحاء والمرضى  د زاد بعد إجراء عمليات AAPنشاط أنزي      
التخلص من المثبطات)كاليوريا والأحماض الأمينية والأمونياا   إلىعود والفصل الغشائي،وذلك ي

 Kumar،;1987 Al-Akabie)والتي تقلل من نشاط الأنازي  باالأدرار  وجودة في الأدرار(مال
المفصولة من إدرار المرضى المصاابين  AAPوبالتالي يلاحظ أرتفال نشاط منتاظرات(2000،

المرضاية.ومن  الواضح بالحالاة   I،IIثر المتناظرين المزمن،واذا يدل على تأ بالعجز الكلوي
خلال اذر النتائج يمكن التأكد بأن مصدر اذر المتناظرات او أنسجة الكلية متمثلة بخلايا النبيب 

تتأثر بالضارر الاذي    فأنهاولهذا (Mattenheimer،1988)إليهالداني للنفرونات وكما توصل 
  لي وخلايا الكلية خصوصاً.يصيب الجهاز البو

  المزمن والمرضى المصابين بالعجز الكلوي في إدرار الأصحاء AAPنشاط :(2)جدول
CRF Normal 

>p 

 

AAP activity 

(I.U/L) 

(mean±S.D) 

Age 

(years) 

No.of 

cases 

AAP activity 

(I.U/L) 

(mean ±S.D) 

Age 

(years) 

No.of 

cases 
Specimen 

0.0001 24.52±6.66 18-75 21 8.65±1.85 25-70 40 male 

0.0001 22.5±5.71 22-70 29 7.23±2.01 20-65 52 Femal 

0.0001 23.33±7.27 18-75 50 7.58±1.97 20-70 92 Total 

المزمن المطروحة في إدرار المرضى المصابين بالعجز الكلوي AAP تراكيز ِِِِِِ:(1)جدول
(CRFوالأصحاء). 

Normal 

I.U/gm 

creatinine 
Creatinine/24hr 

AAP activity 

(I.U/24hr) 

Age 

(years) 

No.of 

cases 
Specimen 

7.58±1.52 1.36±0.15 10.83±2.15 25-70 40 Male 

6.01±0.95 1.52±0.19 8.96±1.92 20-65 52 Femal 

6.95±1.02 1.45±0.13 8.75±2.07 20-70 92 Total 

CRF 

17.9±2.52 2.87±0.19 51.49±8.25 18-75 21 Male 

14.81±2.05 3.19±0.25 47.25±6.72 22-70 29 Femal 

15.66±1.95 3.129±0.21 48.99±7.95 18-75 50 Total 

0.0001 0.0001 0.0001   >p 
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 من ادرار ا صحاءAAPوتنقية متناظرات  :فصل(2)جدول
Dgree of 

purification 

(fold) 

Specific 

activity 

(I.U/mg) 

Activity 

(I.U/L) 

Total protein 

(mg) 

Protein conc. 

(mg/ml) 

Eluent 

(ml) 
Step 

1 0.005 3.25 640 64 10 Crude urine 

62.4 0.312 15.0 48 9.6 5 Sephadex G-50 

118.8 0.594 20.8 35 7.0 5 Dialysed urine 

      
DEAE 

sephadex A-50 

94.2 0.471 6.5 13.8 6.9 2.0 soenzyme I 

162.4 0.812 9.75 12.0 6.0 2.0 Isoenzyme II 

 CRFمن إدرار المرضى المصابين با AAPفصل وتنقية متناظرات:(5)دولج

Dgree of 

Purification 

(fold) 

Specific 

activity 

(I.U/mg) 

Activity 

(I.U/L) 

Total protein 

(mg) 

Protein conc. 

(mg/ml) 

Eluent 

(ml) 
Step 

1 0.007 12.02 1560 156 10 Crude urine 

6.57 0.046 22.75 490.5 98.1 5 Sephadex G-50 

14.14 0.099 26.0 262.5 52.5 5 Dialysed urine 

      
DEAE 

Sephadex A-50 

132 0.924 14.6 15.8 7.9 2.0 Isoenzyme I 

103.14 0.722 12.0 16.6 8.3 2.0 Isoenzyme II 

 

 حسب الجن  CRFالأصحاء والمرضى المصابين بافي إدرار AAP(: ي  نشاط2)شكل
 (البالغين.ثالذكور والإنا)

0

5

10

15

20

25

A
A

P
 

A
c
ti

v
it

y
(I

.U
/L

)

Femal                                   Male

CRF Normal



 2002 )2 (العدد -)3(المجلدالدراسات العلمية  -مجلة جامعة كركوك 
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 CRFالمرضى المصابين با إدرارمن  (AAP)فصل أنزي :(3)شكل
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 الأصحاء إدرارمن  AAPمتناظرات ل جزئية فصل وتنقية:(2)شكل
 
 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40

Fraction No.

A
A

P
 a

c
ti

v
it

y
(I

.U
/L

)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

P
ro

te
in

 c
o

n
c
.

AAP فعالية تركيز البروتين NaCl تركيز

 

 CRFالمرضى المصابين با إدرارمن AAP متناظرات ل جزئية فصل وتنقية:(5)شكل
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Abstract 
 

  The study was performed on 50 urine specimens of patients with chronic renal 

failure ,in addition to the 92 healthy specimens  as a control group. The results of the 

study revealed that Alanine aminopeptidase (AAP) activity of chronic renal failure 

patients urine shows a highly significant increase (p<0.0001) compared to healthy 

subjects. Alanine aminopeptidase was purified from urine patients with chronic renal 

failure and healthy subjects by gel filtration using sephadex G-50, and two isoenzyms of 

(AAP) I, II were separated from patients urine using anion exchanger (DEAE-

sephdexA-50). 

 

 

 

 

 

                                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


