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 السائل الامنزيونزي من ترانزسفيريز S-كلوتاثايون نززي ل  بعض الصفات الحركية ودراسة جزئي فصل
 ٭فرح يونزس ملا علو ،  لؤي عبد الهلالي،  طارق يونزس احمد

 ، الموصل ، العراق جامعة الموصل،  كلية العلوم،  قسم الكيمياء
 *البحث مستل من رسالة الماجستير للباحث.

 ( 1188/  9/  12 تاريخ القبول: ---- 1188/  4/  81 تاريخ الاستلا :) 
 الملخص

مززن الحمززل وةراسززة بعززل العوامززل المززلثرح علزز  لأعاليززة  41 نمززر ح حامززل لأزز  ااسززبو  الزززالسززا ل انمنيززون  مززن  ترانسززريريل -S كلوتاثززايون إنززليمعزلل 
بكبريتزا  انمونيزوم  البروتينز  النزاتم مزن الترسزي  للراشزحالترشيح الهلام   بتقنيةة حلم ر يس ربع إذ تم لأصل  .تحةية ولنه الجلي  لأضلا عن  نليمالإ

الترشزيح الهلامز   ةباسزتدةام تقنيز نزليمبعزةاا قزةر الزولن الجلي ز  للإ ،نزليملإللأعاليزة عاليزة  لثزة، و ظهزر  الحلمزة الثابعة عملية الررل الغشا   )الةيللح(
 .ةالتون 11212الت  كان  بحةوة 

 41 عنزة تركيزل نزليمالإالمنقز  مزن السزا ل انمنيزون  و ظهزر  النتزا م ان الظزروف المثلز  لعمزل  نزليمالظروف المثلز  لقيزاف لأعاليزة الإ وكما تم ةراسة
م °12ةقيقززة وةرجززة حززرارح  84ولمززن التراعززل  404 ف ايززةروجين  مززول/لتر عنززة  1019مايكروغرام/مززل باسززتدةام المحلززول المززنظم الروسززرا  بتركيززل

 قيمزة السززرعة القصززو  إيجززاةبززرت تزم –وباسززتدةام رسزم نيززن ويرزر( CDNB) ثنزا   نززايترو بنزلين كلززورو-8 ااسزافمززول/لتر مزن مززاةح  ملز  8.02و
(Vmax )وثابززز  مكزززيلف (Km ) بعزززل ملززز  مزززول/لتر علززز  التزززوال . كزززذلت تمززز  ةراسزززة تززز ثير  .8.0مايكرومول/ةقيقزززة و 1024وكانززز  مسزززاوية لزززز

 مل  مول /لتر. 1.ط غير التنالأس  عنة تركيل تثبيكلورية البنليل كان من نو  ال ، وبين  النتا م  نيمنل الإعل  لأعالية  المثبطا 
 .ترانسريريل، السا ل انمنيون ، حمل-S كلوتاثايون إنليم ،علل لكلمات الدالة:ا

 المقدمة
 ما زززل لزززون يذ شزززراف سزززا ل عزززن عبزززارح يعزززرف السزززا ل انمنيزززون  ب نزززه

 انمنيزززززززون  كزززززززيف لأززززززز  ا  موجزززززززوة ويكزززززززون ينبزززززززالجن يحزززززززيط للاصزززززززررار
Amniotic sac انمنيززون  السززا ل مززن كميززة اكبززر وان ،حززول الجنززين 

 حزززوال  مزززا يقزززار  يكزززون   اذ الحمزززل مزززةح مزززن 34 الزززز ااسزززبو  لأززز  يكزززون
 بصزورح الجنزين ينمزو عنزةما 41 الزز ااسزبو  لأز  كميتزه وتكزون مل 111
 .[8] مل 411 تقريبا كاملة
 ااوكسزززجين  صزززناف مركبزززا  وجزززوة [1]وادزززرون  Janet الباحزززث اكزززة

 بتغيزر تراكيلازا تتغيزر اذ  نيزو نانم السزا ل لأز   كسزةح ومضزاةا  الرعالة
 تبزززة  اذ الحمزززل مزززن ةا  و وصزززع الثانيزززة المزززةح لأززز  داصزززة ،الحملززز  العمزززر
 عمزززر ليزززاةح مزززع انمنيزززون  السزززا ل لأززز  ااكسزززةح مضزززاةا  قزززةرح ليزززاةح

 مزززن الدلايزززا  غشزززية حمايزززة سزززةحااك مضزززاةا  تحزززاولو  وولنزززه الجنزززين
 الحمزل مزن مدتلرزة مراحزل لأز  الموجزوةح الحزرح للجزذور الضزارح الت ثيرا 
او  السزززكرةاء  مززرل مثززل الحمزززل مززع مشززاكل وجزززوة حالززة لأزز  داصززة
  دززر  جهززة ومززن ،مسززتمرح بالتززةدين اام كززون او الجنينزز  النمززو تزز دير

 لأقزط الوقا يزة العوامزل عل  يحتوي ن انمنيون  السا ل ب ن الباحثون عَة  
 مززا واززذا دطززرح، بي يززة إشززارح ذا  دطززرح عوامززل علزز  يحتززوي قززة ولكززن
 تزلثر ان يمكزن التز  السامة مركبا ال وجوة عن الكنةيون الباحثون  كةه
 .[.] للطرل والمناع  العصب  النمو عل 
 عززن عبززارح (EC 2.5.1.18) (GST)ترانسززريريل-S كلوتاثززايون إنززليم

  نززوا   ربعززة الزز  ويقسززم السززايتوبلالم لأزز  حززةا  يوجززةالو  ثنززا   بززروتين
 مززن العةيززة  يززل علزز  ويعمززل ،alpha, mu, pi, theta [4] وازز 

، 2]السززرطانية  المركبززا  ضززمنها مززن Xenobioticsالغريبززة  مركبززا 
)علزز  سززبيل المثززال الالززة التسززمم  عمليززا  لأزز  اساسززيا   ةورا   اذ يلعزز  [4

 حيويزا   نزاقلا   ويعزة [2]عل  نمو الجنين( المركبا  السامة والت  قة تلثر 
 .Lipophilic [4]المحبة للةاون  مركبا  من لعةة
 لكلوتاثزايون النيوكلولأيليزة انضزالأةترانسزريريل  -S كلوتاثايون إنليم يحرل
 Sulfhydryl مجموعزة الثزايول تعزة اذ [4] الكترولأيليزة المركبزا  علز 

group  لز الرعالة المجموعة اGSH  النيوكلزولأيل  للهجزوم حتسزم التز 
)كمززا لأزز  المعاةلززة اةنززاه(  R-X الكترولأيليززة المركبززا  علزز  لكلوتاثززايون
 كبريززز  او ا  تروجينزززيناو  ا  كاربونززز تكزززون ان يمكزززن لكترولأيليزززةنا والمراكزززل

[1] 
 

GSH + R-X       GSR + HX 
 

 ترانسزززززريريل-S يونكلوتاثزززززال ااساسزززززية المركبزززززا  ان مزززززن الزززززرغمعلززززز  
 إثباتزززا  انزززات انزززه إن جيزززةح بصزززورح توضزززح لزززم  الثزززةييا لأززز  الموجزززوةح

لالزة تثبزيط طريق عن الت كسةي الكر  ضة α-GST ةور تبين  سزمية وا 
لأعلززز  سزززبيل المثزززال  .[9] الزززةان بيروكسزززةح مزززن الناتجزززة الرعالزززة النزززواتم

 ان لزززززززه ةورا  مضزززززززاةا  لخكسزززززززةح مزززززززن دزززززززلال ادتزززززززلال نزززززززليميلاحزززززززظ للإ
البيروكسززززيةا  ليكززززون الكحززززول والمززززاء وكلوتاثززززايون ملكسززززةا  كمززززا لأززززز  

 المعاةلة الآتية:
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 المواد وطرائق العمل
المتبعزة  طريقزةال حسز ترانسزريريل  -S كلوتاثزايون إنزليمتم تقةير لأعاليزة 
ارتبززاط GST  إنززليميحرززل  ، [81]وادززرون  Habig مززن قبززل الباحززث

ركبززززا  التزززز  تحتززززوي علزززز  المجززززاميع المحبززززة للالكترونززززا  وداصززززة الم
 ثنزا   نزايتروبنلين - 4،1 - كلزورو-8الحلقا  انروماتيزة مثزل المركز 

(1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB))  التزززز  تعززززة مززززاةح
للكلوتززززاثيون المدتزززززلل  (SH-)مززززع مجموعزززززة الثززززايول ااسززززاف للإنززززليم 

(GSH)  المواقززع المحبززة للالكترونززا  لينززتم وبززذلت يعمززل علزز  معاةلززة
وايززون الكلزور كمززا موضززح لأزز   Dinitrophenyl thioetherالمركز  

 المعاةلة  ةناه:
 

Cl NO2

O2N O2N

NO2 H
+ Cl

-
GSH GSGST

 
 

 Preparation of Reagents  تحضير الكواشف
 pH 6.25  مول/ لتر   1088 بتركيل محلول الروسرا  المنظم. 8
 .(mM 29.93)يون بتركيل . محلول الكلوتاث1
 22.463)بتركيززززل ثنززززا   نززززايتروبنلين  -1،4-كلززززورو-8.محلززززول .

mM) (CDNB). 

  Procedureطريقة العمل 
ترانسززريريل  -S كلوتاثززايون إنززليمتززم وضززع طريقززة العمززل لتقززةير لأعاليززة 

 كما لأ  الجةول الآت :

 

 المحاليل محلول البلانزك محلول الاختبار
2.7 ml 2.7 ml  ل الروسرات  المنظممحلو pH 6.25 
100µl - المصل 

- 100µl ماء مقطر 
100µl 100µl  ثنا   نايتروبنلين -1،4-كلورو-8محلول 

100µl 100µl  محلول الكلوتاثيونةقا ق  ضف  .بعة مرور 
  

ملجززز  اانابيزززز  ثززززم قززززر   انمتصاصزززية بعززززة الةقيقززززة ااولزززز  والةقيقززززة 
 .ميترنانو  340العاشرح عنة طول موج  

  Calculationsالحسابات 
تحسززز   )وحزززةح عالميزززة/لتر( ترانسزززريريل -S كلوتاثزززايون إنزززليملأعاليزززة   

 : الآتيةاعتماةا عل  المعاةلة 

 
 : ن إذ

انمتصاصزززززززية عنزززززززة الةقيقزززززززة  –انمتصاصزززززززية عنزززززززة الةقيقزززززززة العاشزززززززرح 
 A∆:.ااول 

 Vt:.حجم الكل   
 Vs: .حجم العينة  

 Eo :.(8-مل  مول 904معامل انمتصاص المونري) 

 d:.سم(8طول الدلية )   

 الامنيونيترانسفيريز من السائل -S كلوتاثايون إنزيمتنقية 

Purification of glutathione-S-transferase (GST) 

from amniotic fluid 

لمز دوذ ترانسزريريل مزن السزا ل انمنيزون  ا -S كلوتاثزايون إنزليمتم تنقية 
ولنهزززا   41سزززنة ولأززز   سزززبوعها الزززز 12مزززن امزززر ح حامزززل سزززليمة عمرازززا 

 كحول )الفينول(مشتق ال مشتق البيروكسيد

∆A x Vt x 1000 

 

Eo   x  Vs  x d 
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 Body mass سم )قيمة منسز  كتلزة الجسزم 822كغم وطولها  2102

index (BMI)  ولأز  الحمزل الثالزث اذ  جريز   1كغم/م .190تساوي )
 كاات  :دطوا  التنقية 

 الترسيب بكبريتات الامونزيو  أو الزاحة الملحية  .1
مليزززة الترسزززي  بكبريتزززا  انمونيزززوم مزززن المراحزززل ااولززز  للتنقيزززة تعزززة ع

والت  يتم دلالها  ترسزي  البروتينزا  الموجزوةح لأز  المسزتدلص اعتمزاةا  
إضززالأة اذ تززم ، [88] علزز  ةرجززة تشززبع المسززتدلص بكبريتززا  انمونيززوم

  بحالتهزززا الصزززلبة وبتشزززبع نليمزززكبريتزززا  انمونيزززوم إلززز  المسزززتدلص الإ
وكانزز  إضززالأة كبريتززا  انمونيززوم بصززورح تةريجيززة مززع  (،%75) كامززل

عنززة ةرجززة حززرارح  ةقيقززة 60التحريززت المسززتمر بززالمحرت الكهربززا   لمززةح 
4°C( عنزة ةرجزة حزرارح  24، ومن ثم ترت المحلول ليستقر لمةح )سزاعة
4°C  .لك  يتم ترسي  البروتينا  بصورح كاملة 

الطزرة المركزلي بسزرعة  بعة ذلت لأصل الراس  عن السا ل الرا ق بجهال
(9000 x g ولمززةح )بعززة اززذه العمليززة تززم الحصززول علزز  ةقيقززة 40 ،

راسززز  واحزززة  ذيززز  لأززز  اقزززل كميزززة مزززن المزززاء المقطزززر، ثزززم حسززز  حجزززم 
محلززول الراسزز  البروتينزز  والسززا ل الرا ززق النززاتم وقززةر  كميززة البززروتين 

والمحزورح  Modified Lowry method [81] بطريقزة نوري المحزورح
 .Schacterle and Pollack [8.] ة  الباحثينل

لأزززز  محلززززول الراسزززز  ترانسززززريريل  -S كلوتاثززززايون إنززززليموقيسزززز  لأعاليززززة 
البروتينزز  والسززا ل الرا ززق قبززل إجززراء دطززوا  التنقيززة اللاحقززة. ثززم حرززظ 

لحزين  -C°20محلول الراس  البروتين  والسا ل الرا ق لأ  ةرجة حزرارح 
 استدةامه مرح  در . 

 ز الغشائي )الديلزة(  الفر  .2
تمززززززز  عمليزززززززة الرزززززززرل الغشزززززززا   لأززززززز  محلزززززززول بيكاربونزززززززا  انمونيزززززززوم 

(NH4HCO3(بتركيل )0.1M ) [84]   و جري  عملية الررل الغشزا ،
( )لأز  قسزم Cold roomلأز  الغرلأزة المبزرةح ) (°C 4عنة ةرجة حزرارح )

مززززع التحريززززت بززززالمحرت  العلززززوم الحيززززاح /كليززززة العلوم/جامعززززة الموصززززل(
( مزززع سزززاعة 41، واسزززتمر  عمليزززة الرزززرل الغشزززا   لمزززةح )غناطيسززز الم

 (.ساعة 81مراعاح تبةيل محلول الررل الغشا   كل)
 كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي  .3

سم( والذي يحتوي علز    100 1.8استدةم عموة الرصل ذو اابعاة )
( سزم 85( علز  ارترزا  )Sephadex G-75)الام السزريةكف مزن نزو  

ةالتزززون(.  70000) يرصزززل المركبزززا  ذا  ااولان الجل يزززة لغايزززةالزززذي 
مل تم وضزع الهزلام علز   370واعتماةا  عل  حجم العموة الذي يساوي 

سم( وذلت بسك  الهلام علز  جزةران عمزوة الرصزل )بهزةوء  85ارترا  )
وبشكل ما ل لمنع تكون الرقاعا ( وذلزت بعزة وضزع  قطعزة مناسزبة مزن 

 صوف اللجاج.
تحةيزززة حجزززم الروغزززان للمزززواة القياسزززية التززز  حقنززز  لأززز  العمزززوة كمزززا تزززم 

يجززززاة منحنزززز  قياسزززز  لتحةيززززة الززززولن  لغززززرل تحةيززززة صززززرا  العمززززوة وا 
لأز  عمزوة يزة الناتجزة مزن حقزن المزواة الجلي    التقريب  ) للحزلم البروتين

مزن دزلال رسزم العلاقزة ً ( الرصزل والتز  تزم تحةيزة حجزوم روغانهزا  يضزا
 اغنها ولوغاريتم  ولانها الجلي ية المعلومة .الدطية بين حجوم رو 

 المواد والمحاليل المستخدمة في عمود فصل : 
 الماء المقطر  .8
 .1المحلول البروتين  )السا ل الرا ق( الناتم من الدطوح  .1

( لحسزززززا  الحجزززززم الزززززةادل  .Trpالحزززززامل انمينززززز  التربتولأزززززان ) ..
 .Internal volume( Viللعموة )

لحسزززا  الحجزززم الدزززارج    Blue dextranالةكسزززتران االرق .4
 .Void volume( Voللعموة )

 .   Bovine serum albumin(BSA لبومين مصل البقر ) .2

 .   Egg albumin لبومين البيل  .4

 .  Pepsin  ببسينال .2

 . Papain البابين .1
مززل لأزز  عمززوة الرصززل  1بحجززم ً آنرززا حتمزز  عمليززة حقززن المززواة المززذكور 

صززل تبعهززا الغسززل بالمززاء المقطززر بشززكل ةا ززري وعلزز  جززةران عمززوة الر
. وتمززز   Elution solutionكمحلززول روغزززان ً والززذي اسززتدةم  يضززا

ةقززا ق( لكززل  5( وبمعززةل)مززل /سززاعة 60عمليززة الجمززع بمعززةل جريززان )
جزززلء مزززن جهزززال جزززامع ااجزززلاء الزززذي يعمزززل بنظزززام الزززةقا ق. كمزززا تمززز  
ء متابعززززة المحتززززو  البروتينزززز  مززززن دززززلال قيززززاف انمتصاصززززية لخجززززلا

لأززز  جهزززال المطيزززاف  نزززانوميتر 280 المرصزززولة عنزززة طزززول مزززوج 
 -S كلوتاثزززايون إنزززليمالضزززو  . لأضزززلا  عزززن ذلزززت تمززز  متابعزززة لأعاليزززة 

لأززز  كزززل جزززلء مزززن ااجزززلاء المرصزززولة عنزززة حقزززن المزززواة لأززز  ترانسزززريريل 
دززلال عمليززة الرصززل، ليززتم  نززليمعمززوة الرصززل لغززرل متابعززة لأعاليززة الإ

 ية.نليموتينية الحاوية عل  الرعالية الإبعة ذلت جمع ااجلاء البر 
 Lyopholizer)التجميد والتجفيف( تقنزية التجفيد . 4

تجريززة الحلمززة البروتينيززة الثالثززة الناتجززة مززن عمززوة الرصززل والحاويززة  تززم
بعزززة ذلزززت تمززز  ةراسزززة ترانسزززريريل،  -S كلوتاثزززايون إنزززليمعلززز  لأعاليزززة 

ةيزززة الظزززروف المثلززز  لغزززرل تح نزززليمالظزززروف المثاليزززة علززز  لأعاليزززة الإ
التركيزل وااف الهيزةروجين  ، لمن التراعزل، نليمتركيل الإ :نليملعمل الإ

لتراعززززل ةرجزززة حززززرارح ا، للمحلزززول المززززنظم المسززززتدةم لأززز  قيززززاف الرعاليززززة
 تركيل ماةح ااساف.و 

 النزتائج والمنزاقشة
النزززاتم مزززن  تتركزززل لأززز  الراشزززح نزززليملأعاليزززة الإ إن الآتيزززةتوضزززح النتزززا م 

وقززة يعززوة السززب  كززون العينززة انصززلية كانزز  مدررززة بالسززوا ل  الترسززي 
والمكزون الزر يف  ااساسز  مدتلرة التركي  اذ يشكل الماء لأيهزا العنصزر
  قزة % والتركي  الكيميزا 91للسا ل انمنيون  اذ تبلغ النسبة ما يقار  

 ظهززر  عمليززة الرززرل الغشززا   للراشززح ،  [8]يترززاو  حسزز  مززةح الحمززل 
 -Sكلوتاثزززززايون  إنزززززليمعمليزززززة الترسزززززي  ليزززززاةح لأززززز  لأعاليزززززة النزززززاتم مزززززن 
وذلت بسزب  دزروج المركبزا  البروتينيزة ذا  ااولان الجل يزة  ترانسريريل

، وكمزا ازو موضزح لأز  [82]ةالتزون(   14000الصزغيرح )التز  تقزل عزن
 (.8الجةول )
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 يونزي.ترانزسفيريز من السائل الامنز-Sكلوتاثايون  نززي خطوات تنزقية ال  :1الجدول 

ثنززا   نززايتروبنلين الزز  نززاتم لكززل  -1،4كلززورو -8 ترانسززريريل التزز  تحززول مززايكرومول واحززة مززن-S: ازز  عبززارح عززن كميززة كلوتاثززايون نززليموحززةح الإ*
 ةقيقة لكل مليليتر تح  الظروف المحةةح للقياف.

 

 وماتوغرافيا الترشيح الهلامي: كر 
اسزززتدةم  ازززذه التقنيزززة لأززز  عمليزززة لأصزززل المركبزززا  البروتينيزززة التززز  تزززم 

جززري عليهززا الحصزول عليهززا مززن الترسززي  بكبريتزا  انمونيززوم )بعززة  ن ا
اسززتدةم لأيهززا عمززوة الرصززل الحززاوي علزز  وقززة  عمليززة الرززرل الغشززا  (.

ل البروتينيززززة ذ  ن روغززززان المحاليززززإ، Sephadex G-75نززززو  اززززلام 
حززززززلم بروتينيزززززززة  اربزززززززعالناتجززززززة مززززززن عمليزززززززة الرززززززرل الغشزززززززا    عطزززززز  

تابعة للمحلول البروتينز  للسزا ل انمينزون   (ترانسريريل -Sلكلوتاثايون )
وكانزز  حجززوم روغانهززا لقمززة الحززلم ااولزز  والثانيززة والثالثززة  (8 )الشززكل
 مززل( 280.6مززل( و) 235.1و) مززل( 175.5مززل( و) 120.2) والرابعززة

ترانسزريريل  -Sكلوتاثزايون   إنزليمعل  التوال  ومن دلال متابعة لأعاليزة 
(، C)قمززة  تتركززل بشززكل اكبززر لأزز  الحلمززة الثالثززة نززليموجززة  ن لأعاليززة الإ

 .(8والشكل ) (8كما يلاحظ لأ  الجةول )

 
اتجة من عمود الفصل والعائدة لسائل الامنزيونزي ترانزسفيريز النز -Sكلوتاثايون  نززي : المظهر الجانزبي لروغان الحز  البروتينزية ل  1 الشكل

 بوساطة تقنزية الترشيح الهلامي.
 تقدير الوزن الجزيئي التقريبي بتقنزية الترشيح الهلامي : 

تم تقةير الزولن الجلي ز  التقريبز  للحلمزة البروتينيزة الثالثزة الحاويزة علز  
  للسززززا ل ترانسززززريريل للمحلززززول البروتينزززز -S كلوتاثززززايون نززززليملأعاليززززة الإ

انمنيززون  والنززاتم مززن عمززوة الرصززل باسززتدةام تقنيززة الترشززيح الهلامزز ، 
اذ تزززم إمزززرار عزززةة مزززن المركبزززا  معلومزززة الزززولن الجلي ززز  والتززز  تتزززراو  

ةالتزون( علز  عمزوة الرصزل  1111111 - 114)  ولانها الجلي ية بزين
( Viااول لغزززرل تعيزززين دزززواص العمزززوة مزززن حيزززث الحجزززم الزززةادل  )

( يبززين 1( والجزةول )Voلحجززم الدزال   و الرززارا مزن الحبيبززا  )وكزذلت ا
المززززززواة التزززززز  تززززززم إمراراززززززا علزززززز  عمززززززوة الرصززززززل الحززززززاوي علزززززز  اززززززلام 

(Sephadex G-75.مززززززع  ولانهززززززا الجلي يززززززة وحجززززززوم روغانهززززززا )
  

 

 خطوات
 التنزقية

 الحج 
 )مل(

تركيز البروتين 
 الكلي )ملغ /مل(

 الفعالية
 /مل(إنززي )وحدة 

 الفعالية الكلية
 (إنززي )*وحدة 

 الفعالية النزوعية
/ملغ    إنززي ) وحدة 

 بروتين(

 عدد مرات
 التنزقية

الاستعادة 
% 

 100 1.0 0.0187 6 0.06 3.2 100 السائل الامنزيونزي

 الترسيب بكبريتات
 الامونزيو 

35 5.06 0.014 0.49 0.0028 0.14 8 

 76 6.1 0.113 4.55 0.06 0.53 75 الراشح

 69 6.3 0.117 4084 10121 0.441 80 الديلزة

الترشيح 
              الهلامي

G-75 

 

 A 37.5 0.159 0.019 0.71 0.119 6.4 12القمة 

 B 23.4 0.093 0.02 0.47 0.235 11.5 8القمة 

 C 30 0.178 0.081 2.43 0.45 24.3 41 القمة

 D 29.5 0.081 0.014 0.413 0.172 9.2 7القمة 
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 .Sephadex G-75 السيفيدكس تخدا  هلا المستخدمة في تقنزية الترشيح الهلامي باس القياسية : الوزن الجزيئي وحج  الروغان للمواد2 الجدول

 حج  الروغان )مل( الوزن الجزيئي )دالتون( أس  المادة

 Blue dextran 2000000 1208 الدكستران الازرق

 Bovine serum albumin 67000 95.2ألبومين مصل البقر

 Egg albumin 45000 110.6 ألبومين البيض

 Pepsin 36000 196.1 الببسين

 Papain 1.000 210.4 البابين

 Tryptophan 204 275.7 التربتوفان

 11212 *235.1 (Cالمجهول)قمة 

 ( الذي يظهر لأيه حجوم روغان القمم المرصولة بوساطة تقنية الترشيح الهلام .8* ادذ  اذه القيمة من الشكل )
عنة رسم حجم الروغزان لكزل مزاةح مقابزل لوغزاريتم ولنهزا الجلي ز  يظهزر 

( الززذي حززةة مززن دلالززه الززولن الجلي زز  1) م كمززا لأزز  الشززكلدززط مسززتقي
 ترانسززريريل والناتجززة مززن عمززوة الرصززل -S كلوتاثززايون نززليمالتقريبزز  للإ

 Cةالتون للقمزة  22787والذي اعط  بقيمة  لأ  تقنية الترشيح الهلام 
وازززززذا يترزززززق مزززززع ااةبيزززززا   نزززززليمللإ لأعاليزززززة  علززززز لأيهزززززا   ظهزززززر التززززز  

.[11، 89، 84،82،81] اننسزززجة المدتلرزززةوالمستحصزززل عليهزززا مزززن 
 

 
 (.Sephadex G-75المنزحنزى  القياسي لتحديد الوزن الجزيئي بتقنزية الترشيح الهلامي باستخدا  عمود الفصل ) : 2 الشكل 

 

 -Sكلوتاثزايون  إنزززي دراسة بعض العوامل المؤثرة على فعالية 
 ترانزسفيريز المفصول من السائل الأمنزيونزي:

يزة مثزل ا  حساسة للظروف الدارجنليمتكون التراعلا  الت  تحرلاا الإ
وتركيزززل المززززاةح   نزززليم، واكزززذا لأززززان تركيزززل الإكزززل الترزززاعلا  الكيميا يزززة
( pH) )الةالززززة الحامضزززززية(الهيةروجين وانفااسززززاف وةرجززززة الحززززرارح 

  نن جميزع ازذه العوامزل تزلثر نليمزتلثر عل  معزةل سزرعة التراعزل الإ
المزززاةح و  نزززليموتزززلثر علززز  تكزززوين معقزززة الإ نزززليموقزززع الرعزززال للإعلززز  الم
بصزورح ةقيقزة يكزون  نزليم. ولغرل التعرف عل  لأعالية الإ[82] ااساف

يجزاة الظززروف  نزليممزن الواجز  ةراسزة العوامزل المززلثرح علز  لأعاليزة الإ وا 
  اسزززتدةمو ترانسزززريريل.  -S كلوتاثزززايون إنزززليمالمثلززز  التززز  يعمزززل بهزززا 

 -S كلوتاثززززززايون نززززززليملإ ا  ر مصززززززة (C)قمززززززة  وتينيززززززة الثالثززززززةالحلمززززززة البر 
 ترانسريريل لأ  إيجاة الظروف المثل .

  :نززي تأثير تركيز ال  .1

ترانسززريريل بوجززوة تراكيززل مدتلرززة  -Sكلوتاثززايون  إنززليمتززم قيززاف لأعاليززة 
 10-80بززين )  مززن السززا ل انمنيززون  تتراوحزز جل يززا المنقزز  نززليممززن الإ

ع ثبوتيززززة تركيززززل مززززاةح ااسززززاف التزززز  يعمززززل عليهززززا مزززز (مايكروغرام/مززززل
 نزززليمالإ وتركيزززل نزززليم( العلاقزززة بزززين لأعاليزززة الإ.ويبزززين الشزززكل ) الإنزززليم

  تزززلةاة نليمزززلاحزززظ  ن سزززرعة التراعزززل الإي، اذ بثبزززو  العوامزززل اادزززر 
 نززليم( مزن الإمايكروغرام/مزل 40اسزتدةم تركيزل )و ، نزليمبليزاةح تركيزل الإ

 ميع التجار  اللاحقة .لأ  ج ا  ثابت تركيلا  
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 ية.نززيمعلى الفعالية ال   GST إنززي : تأثير التراكيز المختلفة من  3الشكل 
 

 . تأثير المحلول المنزظ  :              2
 . تركيز المحلول المنزظ  : 1.2

تمتزززززال المحاليزززززل المنظمزززززة بكونهزززززا مقاومزززززة للتغيزززززر لأززززز  تركيزززززل ايزززززون 
لزززززة مزززززن حزززززامل  و قاعزززززةح إلززززز  الهيزززززةروجين عنزززززة إضزززززالأة كميزززززا  قلي

لقيزززاف لأعاليزززة  ةعزززة معرلأزززة تركيزززل المحلززول المزززنظم ضزززروريتالمحلززول، و 

 الروسززرا تززم اسززتدةام تراكيززل مدتلرززة مززن المحلززول المززنظم و ا . نليمززالإ
اذ (، 404( وبزز ف ايززةروجين  مقززةاره )مززول/لتر 0.05-0.17 ) وبمززة 

 0.09يززززززل )كانزززززز  عنززززززة ترك نززززززليمبينزززززز  النتززززززا م  ن  علزززززز  لأعاليززززززة للإ
 (..مول/لتر( كما او مبين لأ  الجةول )

 

 ترانزسفيريز. -Sكلوتاثايون  إنززي المنزظ  على فعالية  الفوسفات : تأثير التراكيز المختلفة للمحلول 3الجدول 
 تركيز المحلول المنزظ  الفوسفاتي

 )مول/لتر( 

 ترانزسفيريز -Sكلوتاثايون  نززي فعالية ال 
 )وحدة عالمية/مل(

0.05 0.2 

0.07 0.25 

0.09 0.3 

0.11 0.26 

0.14 0.22 

0.17 0.106 
 

 الفوسفات المنزظ :  . الأس الهيدروجينزي للمحلول2.2
 علزز   نززليم( معززين يظهززر عنززةه الإpH ف ايززةروجين  ) إنززليمإن لكززل 

( ولقززة Optimum pHلأعاليززة لززه تسززم  بززااف الهيززةروجين  اامثززل )
لٍ جززةا   و واطززا جززةا  يززلةي إلزز  لززوحظ  ن اسززتدةام  ف ايززةروجين  عززا

تزم قيزاف و ممزا يسزب  ذلزت لأقزةان لأعاليتزه  نليمحةوث تشوه لأ  طبيعة الإ

 0.09) ترانسززززريريل لأزززز  محلززززول مززززنظم-Sكلوتاثززززايون  إنززززليملأعاليززززة 
مززول/لتر( مززع تغيززر ااف الهيززةروجين  للمحلززول المززنظم لغززرل  يجززاة 

( إلزز   ن 4الشززكل )لأزز   الموضززحة ، وتشززير النتززا منززليم علزز  لأعاليززة للإ
 . 404كان  عنة  ف الهيةروجين   نليم عل  لأعالية للإ

 
 .GST إنززي المنزظ  على فعالية  للمحلول : تأثير الأس الهيدروجينزي4الشكل 
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 :زمن التفاعل  .3
تمزز  ةراسززة لمززن التراعززل ندتيززار المززةح اللمنيززة المثلزز  وتشززير النتززا م 

 14كانزززز  عنززززة ) نززززليمة للإ(  ن  علزززز  لأعاليزززز2الشززززكل ) الموضززززحة لأزززز 

لأزززز  جميزززع التجززززار   نزززليمةقيقزززة( ولزززذلت تززززم ادتيارازززا لقيززززاف لأعاليزززة الإ
 اللاحقة . 

 
 وزمن التفاعل. GST إنززي : العلاقة بين فعالية 5الشكل 

 
 :                     تأثير درجة الحرارة .4

الحززال ا  تتزز ثر بةرجززة الحززرارح كمززا اززو نليمززالترززاعلا  التزز  تحرلاززا الإ
ا  نليمززمززع كززل الترززاعلا  الكيميا يززة لكززن بسززب  الحساسززية العاليززة للإ

نحزززو التغيزززرا  الحراريزززة بسزززب  طبيعتهزززا البروتينيزززة تتحزززةة ةرجزززة نشزززاط 
ولزززذلت يلاحزززظ الةيزززاة  ،ا  لأززز  مجزززال ضزززيق مزززن ةرجزززة الحزززرارحنليمزززالإ

كلمززا الةاة  ةرجززة الحززرارح وعنززة  نليممعززةل سززرعة التراعززل المحرززل بززالإ
 Optimum دةام ةرجززا  حززرارح  علزز  مززن ةرجززة الحززرارح المثلزز اسززت

temperature قصزز    نززليم)وازز  ةرجززة الحززرارح التزز  يبززةي عنززةاا الإ 
لأعاليززه لززه( يحصززل اندرززال لأزز  معززةل سززرعة التراعززل بسززب  حصززول 

نتيجزززة  لتركزززت ااواصزززر   نزززليملأززز  طبيعزززة الإ Denaturation مسززز 
لة عزززن المحالأظزززة علززز  التركيززز  الهيةروجينيزززة والقزززو  اادزززر  المسزززلو 

 إجززراءتززم ولززذلت  [82]لرعاليتززه  نززليملأقززةان الإ ومززن ثززمالثلاثزز  للبززروتين 
ترانسززززريريل لأزززز  ةرجززززا  حراريززززة  -Sكلوتاثززززايون  نززززليمقيززززاف لأعاليززززة الإ

 (.  4مدتلرة وكما او موضح لأ  الشكل )

 
 .GST إنززي : تأثير درجة حرارة التفاعل على فعالية  6الشكل 

 

لاحزظ مززن الشززكل  عززلاه  ن انرترززا  التززةريج  لةرجززة الحززرارح يززلةي إذ ي
( يحصززززل بعززززةاا 25Cتززززةريجيا  إلزززز  حززززة )  نززززليمإلزززز  رلأززززع لأعاليززززة الإ

، ولقزززززة تزززززم ادتيزززززار ةرجزززززة حزززززرارح نزززززليماندرززززال واضزززززح لأززززز  لأعاليزززززة الإ
(25Cلقياف لأعالية الإ )لأ  جميع التجار  اللاحقة.   نليم 
                         :ز مادة الأساسيتأثير ترك .5
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لأ  دليط التراعل ثابتا  لأزان الليزاةح لأز  تركيزل  نليمعنةما يكون تركيل الإ
ماةح ااساف تتسب  لأز  البةايزة بارترزا  كبيزر لأز  معزةل سزرعة التراعزل 

 ، لكززززن انسززززتمرار بليززززاةح تركيززززل المززززاةح ااسززززاف يززززلةي إلزززز  نليمززززالإ
  معززةل سززرعة التراعززل حصزول اندرززال لأزز  مقززةار الليززاةح الحاصزلة لأزز

مززاةح ااسززاف، ال  إلزز   ن تصززبح السززرعة ثابتززة مهمززا لاة تركيززل نليمززالإ
ويطلق عل  السرعة عنة  علز  تركيزل للمزاةح ااسزاف بالسزرعة القصزو  

 -Sكلوتاثزززززايون  إنزززززليم. ولمعرلأزززززة العلاقزززززة بزززززين [18] (Vmax) نزززززليمللإ
رو كلززززززززززورو ثنززززززززززا   نززززززززززايت-8 ترانسززززززززززريريل وتركيززززززززززل المززززززززززاةح ااسززززززززززاف

بوجززوة تراكيززل مدتلرززة مززن   نززليمتززم قيززاف لأعاليززة الإ  (CDNB)بنززلين
( يبززين 2ملزز  مززول/لتر( والشززكل ) 2.-81)  مززاةح ااسززاف تتززراو  بززين

  نليمز ن لياةح تركيل ماةح ااسزاف يعمزل علز  ليزاةح سزرعة التراعزل الإ
  نليمزحت  تصل إل  قيمة ن تحةث بعةاا ليزاةح لأز  سزرعة التراعزل الإ

مكززززن تحةيززززة تركيززززل مززززاةح ااسززززاف اللالمززززة لحصززززول السززززرعة وبززززذلت ي

، واززززذا مطززززابق لمززززا  ثبتززززه العالمززززان ميكززززيلف نززززليم( للإVmaxالقصززززو  )
ومنززتن اذ  وضززحا  ن اسزززتدةام تراكيززل واط زززة مززن مزززاةح ااسززاف يجعزززل 

غيزززر مشزززبعه بمزززاةح ااسزززاف وعليزززه لأزززان سزززرعة  نزززليمالمواقزززع الرعالزززة للإ
تركيزززل مزززاةح ااسزززاف، لكزززن عنزززة ليزززاةح    تعتمزززة علززز نليمزززالتراعزززل الإ

تركيززززل مززززاةح ااسززززاف المسززززتدةمة بشززززكل كبيززززر بحيززززث تصززززبح المواقززززع 
  نليمزززمزززاةح ااسزززاف لأزززان سزززرعة التراعزززل الإالمشزززبعة ب نزززليمالرعالزززة للإ

( 2ويبززين الشززكل) [88]مززاةح ااسززاف التكززون غيززر معتمززةح علزز  تركيززل 
كزززان عنزززة   اةح ااسزززافترانسزززريريل بمززز -S كلوتاثزززايون نزززليم ن تشزززبع الإ

 بزرت-، وباستدةام رسم نينزويررCDNB( من مل  مول/لتر20 تركيل )
(Lineweaver-Burk plot( وجززة  ن قيمزة السززرعة القصززو )Vmax )

 ازززز  GST ترانسززززريريل -Sكلوتاثززززايون  نززززليم( لإKmوثابزززز  ميكززززيلف )
علزز  التززوال  وكمززا  ملزز  مززول/لتر( .8.0و)( مايكرومول/ةقيقززة 1024)

 (.  1) التال  لأ  الشكلموضح 

 

 .يةإنززيمعلى فعالية  (CDNBمادة الأساس ) مختلفة من كيزاتأثير تر  : 7الشكل 
 

 
 ثابت ميكيلس والسرعة القصوى. قيمتي برك لتوضيح -: رس  لاينزويفر 8الشكل 

 

 ترانزسفيريز:     -Sكلوتاثايون  إنززي تأثير المثبطات على فعالية  .6
 كلوتاثزايون إنزليمالتز  تعمزل علز  تثبزيط لأعاليزة  يوجة عةة من المركبزا 

S- وتززم اسززتدةام نززوعين نليمززترانسززريريل وتقلززل مززن سززرعة التراعززل الإ  
 ا:ملأقط من المثبطا  لتولأرا

-Trans-4-phenyl-3ون -2بيزوتين -3فينزايزل -4.  ترانزس 1.6

buten-2-one 

إذ  نزليما  للإون مثبطز -1بيزوتين  -.لأينايزل  -4استدةام تزرانف  إن 
يتنزززالأف مزززع  ومزززن ثزززم بشزززكل سزززريع جزززةا   نزززليمانزززه يتراعزززل مزززع الإ لزززوحظ

مززن دززلال   (CDNB)كلززورو ثنززا   نززايترو بنززلين-8 ااسززافمززاةح ال
 S-(-2-Chloro-4-nitrophenyl)glutathioneتكوينززززززززززززه مركزززززززززززز  

 Habig   وازززذا يترزززق مزززع البزززاحثيننليمزززليقلزززل مزززن سزززرعة التراعزززل الإ
   . [81 وادرون
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ترانزسفيريز بوجود المثبط  ترانزس  -Sكلوتاثايون  نززي الية ال : فع 4 الجدول
 ون. -2بيوتين  -3فينزايل  -4

 تركيز المثبط
 مول/لتر( )ملي 

 ترانزسفيريز -Sكلوتاثايون  نززي فعالية ال 
 )وحدة عالمية/مل(

10 -0.004 

20 -0.081 

30 -0.011 

40 -0.0.8 

50 -0.0.4 

70 -0.12 

 Benzyl chloride كلوريد البنززيل . 2.6
 نزززليماذ وجززة انزززه يتراعززل مزززع الإ نزززليمللإ ا  اسززتدةام كلوريزززة البنليززل مثبطززز

الزذي يقلزل مزن لأعاليزة  S-benzyl glutathioneمركز  ويكزون المنقز 
( سززلوت مركزز  بنليززل كلوريززة 9) الشززكلبليززاةح تركيززله، ويوضززح  نززليمالإ

 .ترانسريريل-Sكلوتاثايون  نليمكمثبط للإ
 
 

 

 
 .يةإنززيمعلى فعالية  كلوريد البنززيل مادة المختلفة كيزا: تأثير تر  9 الشكل 

 

بززرت نيجززاة نوعيززة عمززل المثززبط كلوريززة  –وعنززة اسززتدةم رسززم نينززويرر
 بين  النتا م ان التثبيط من نو  غير التنالأس  والذي يطابق ما البنليل 

(81وكمززا ازززو موضززح لأززز  الشزززكل ) Al-Helaly [11]وجززةه الباحزززث 

 

 
 برك لتوضيح ثابت ميكيلس والسرعة القصوى عنزد استخدا  المثبط كلوريد البنززيل.-: رس  لاينزويفر 11  شكلال

 

 -Sكلوتاثزززززايون  إنزززززززي الظزززززروف المثلزززززى لقيزززززاس فعاليزززززة ملخزززززص 
 :ترانزسفيريز

ترانسزززززريريل  -Sكلوتاثزززززايون  إنزززززليمإن الظزززززروف المثلززززز  لقيزززززاف لأعاليزززززة 
(.2لأزززززززززز  الجززززززززززةول )المنقزززززززززز  مززززززززززن السززززززززززا ل انمنيززززززززززون  موضززززززززززحة 
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 المنزقى. نززي : الظروف المثلى لل  5الجدول 

 نززي تركيز ال 
 )مايكروغرا /مل(

 زمن التفاعل
 )دقيقة(

الأس 
 الهدروجينزي

 التركيز للمحلول
  يالمنزظ  الفوسفات

 /لتر()مول

 درجة الحرارة
 (°) 

تركيز مادة 
 الأساس

 )ملي مول/لتر(

41 84 6.4 1019 25 8.0. 
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Partial Separation and Some Kinetic Studies of Glutathione S-transferase 

(GST) in Amniotic fluid 
Tareq  Y. Ahmad , Luay A. Al-Helaly , Farah Y.  Mla-Alw 

Department of Chemistry , College of Science , Mosul University , Mosul , Iraq  
(Received: 18  / 4  / 2011 ---- Accepted:   27 / 9 / 2011) 

Abstract 
The research includes the isolation of glutathione S-transferase from the amniotic fluid of normal pregnancy at 

40 week, studying the factors effecting the activity of the enzyme and determination of its molecular weight. 

Four bands components had been isolated by gel filtration chromatography from the proteinous supernatant 

produced by ammonium sulfate saturation after dialysis. It was found that the third peak had a high activity for 

the enzyme. The apparent molecular weight of the isolated enzyme using gel filtration chromatography was 

(22787) Dalton. 

The results also showed that the optimum conditions of glutathione S-transferrase were obtained at (40µg/ml) of 

enzyme concentration using (13.5 mmol/l) of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as a substrate, phosphate 

buffer (0.09 mol/l) as a buffer at pH (6.4) for (14) minutes at (25C). Using lineweaver–Burk plot, the values of 

maximum velocity (Vmax) and Michaelis constant (Km) were (0.76 µmol/ min) and (13.3 mmol/l) respectively. 

The study showed the effect of some inhibitors on the enzyme activity. Benzyl chloride possessed a 

noncompetitive inhibition for the enzyme at a concentration of (30 mmol/l). 

Keywords: Separation,  Glutathione S-transferase, Amniotic fluid, Pregnancy. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


