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ABSTRACT 

The reseach includes isolation and study some kinetic 

characteristics of aldose reductase (AR2) from blood cells hemolysate for 

mice–induced atherosclerosis and normal mice. Two peaks of protein 

were isolated using ion exchang (DEAE Cellulose) chromatography  . 

The specific activities of AR2 enzyme  for these peaks were determined 

for normal and induced- atherosclerosis mice . The results showed 0.77 

and 0.3 unit/mg protein for the two peaks of normal mice and 4.17 and 

1.62 unit/mg protein for the two peaks induced- atherosclerosis mice. 

Peak I for AR2 appeared to be a high specific activity .The optimum 

conditions for peak I of the partial purified AR2 of blood cells hemolysate 

activity for induced- atherosclerosis mice were obtained and the results as 

follows : using (14 mmol /L) of glucose as a substrate , using phosphate 

sodiume buffer at (6.8 pH)  , an optimum reaction time at (10) minutes at 

(25°C) with volume of enzyme extract (200µL ),  a concentration of 10 

mM of some positive ions which were indicat that manganes ions have 

the lowest inhibition  effect for AR2 .  

       Using LineWeaver-Burk plot , the values of maximum velocity 

(Vmax) and Michael ,s-Menton constant (Km) were 2U/ ml and 

33.33mmol/ L respectively . 

 Also inhibitory effect of some isoflavone compounds( Daidzein and 

Gensitein )were studied  on the enzyme activity ,  

and their results give different inhibitory ratios for this enzyme, the type 

of inhibition was obtained  noncompetitive in hibition for these 

compounds.                        
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 الملخص
مةةن م ح ةة    AR 2الةةزور ر ةةزك  ز تضمن البحث عزل ودراسة بعض الصفات الحركيةةة زيةةز       

خلايا الزم لفئران مصابة بال ص ب العصةة زو وسةة يمة وا ةةراا المباريةةة   ذ مةةا ل قم تةة   صةة   م ةة ن 
وكايةةة   DEAE Cellulose-كروماتوغرافيةةةا ال بةةةادل االةةةوي  ال ةةةالب    بذيةةةة IIو I روت ذيةةةة 

(   وحةةةةز  1.62، 4.17( و 0.3،  0.77هةةةة      2ARزيةةةةز    IIو  Iالفعاليةةةةة الذوليةةةةة ل بم ةةةة ن 
ايز ميةةةةل م بةةة   ةةةروت ن ( ل فئةةةران ال ةةة يمة والمصةةةابةع   ال ةةةوال  ، واي ةةةرت البمةةةة ااولةةة   عاليةةةة 

 لعالية للأيز    يولية
المذبةةة   ز يةةةا مةةةن م ح ةةة  خلايةةةا الةةةزم ل فئةةةران  2ARلبةةةز تةةة  ايظةةةاد الاةةةروف المةاليةةةة لفعاليةةةة ايةةةز   

م ةة  14 المصةةابة بال صةة ب العصةة زو ل بمةةة ااولةة  وكايةة  كةةاات  و اسةة رزام ال  وكةةور   رك ةةز  
 6.8 ذ   مةةوار( كمةةاد  اسةةال وح ضةة  مح ةةول مةةذا  هةةو  وسةةفات الصةةودلوم عذةةز حل ه ةةزرو 

pH   مةةةةاييرول  ر 200 ( دقيبةةةة ومحظةةة   10( بف ةةةر  رمذيةةةة مبةةةزارها  °م25 ( ودر ةةةة حةةةرار
م ةة  مةةوار كةةان ل ةةا ا ةة  تةميمةةا للايةةز   مةة  10ل م ةة ر ا اايز مةة  ، واالويةةات المو بةةة   رك ةةز 

 الون المذبذ زل                                         
وثا ةة  ميي  ةةيم  وم ذةة ن   max(Vك تةة  ايظةةاد قيمةةة ال ةةرعة البصةةو    ةةر  -وماس رزام رس  الذةةو فر

 mK   م ةة  مةةول ل ل ةةر ع ةة  ال ةةوال  ل  33.33وحةةز  ايز ميةةة ل مةة  و  2( وال ةة  كايةة  م ةةاو ة
كذلك تم  دراسة ال أث ر ال ةميم  لبعض مركبات االزو لا ةةون   ديةةادر ن و ذ ةة  ن( ع ةة   عاليةةة 

لمركبةةات ديةةادر ن و ذ ةة  ن اعمةة  ي ةةبا تةميميةةة مر  فةةة لفعاليةةة اايةةز   المةةذكور ، ام لةةوح  ان ا 
 اايز   وكان ال ةميط الذاتج من الذوع غ ر ال ذا    ل

 ال  مات المف احية و الزور ر زك  ز، ال ص ب العص زو ، المةبمات  

 المقدمة
  يعز مرض ال ص ب العص زو احز اه  امراض ااولية الزمو ة ام يحزث ب مب تظم        

  كولي   رول المروت ن         % كولي   رول ,70وتراك  المواد الزهذية وال   ت ضمن حوال  
و صاحب ملك ايضا ترسب ال ال  وم  -LDL-c (oxالزهذ  الواطئ ال ةا ة المؤك ز 

وال ارموه زرات المعبز  ح ث ت رسب ك  من هذه المواد    المببة الزاخ ية والم وسمة لظزران 
 مبة ر اد  سمك وخشوية المببة الزاخ ية المبمذة لظزران الشرال ن , كما ان هذه الشرال ن م

ال رسبات ت ون  رورات    تظو ف ااولية الزمو ة يم ق ع   ا الصفيحة ، وهذه المرورات 
ت مب اي زاد ااولية الزمو ة واعا ة سر ان الزم داخ  الظزا المصاب من الشرال ن , مما لؤدو  

ه ع   ال وس  وال ب ا وتب  مروي ه ومال ال  حزوث  ماي م  الرةر  او الظ مة ال  خفض  زرت
( , يع مر هذا المرض من المضاعفات الر ي ية لمرض  داا Thrombus  )1الزمو ة  
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( ل ان ارتفاع سير الزم الحاد له تأث رات ضار  ع   اي ظة ااولية الب مية ح ث يعم  2ال ير 
ح وو لرلايا ااولية الب مية  وساطة تأث ره ع   عزد من الم ارات ع   تب  ر ااتزان ال يمو 

يعز ايز   الزور ر زك  ز المف اح الر ي   ̧  ,Polyol pathwayال يموح و ة ومذ ا م ار  ول ول 
لم ار المول ول   و يعم  ع   اخ زال ال  وكور ال  سورم  ول ومو ود المرا ق اايز م  

NADPH  ود ايز   ثاي  هو سورم  ول دل الزرو  ذ ز  الذو يحول و ي م  هذا الم ار  و 
 ( ل3كما موضح    المعادلة ال الية    NAD+ال ورم  ول ال   رك ور  و ود العام  المرا ق 

 

 
 

ومن المواد ااسال ال ةة  يعمةة  ع   ةةا اايةةز   ومشةةي  كفةةوا  ةة  ااي ةةان هةة  ال  وكةةور , ح ةةث ان 
يحةةةزث ب ةةةمب ال ظةةةامب ال  ةةةزرو وم  وهةةةو  2ARعةةةال للايةةةز   ارتبةةةال المةةةاد  ااسةةةال بةةةالمو   الف

ا ضةةة  مةةةن ال ايةةةر ال  ةةةزرو  ذ  كمةةةا هةةةو الحةةةال  ةةة  ارتبةةةال اغ ةةةب ال ارموه ةةةزرات والمروت ذةةةات , 
خصويةةية واسةةعة يحةةو الزل الةةزات م ذوعةةة كمةةاد   2AR ضةةلا عةةن ال  وكةةور كمةةاد  اسةةال لمةةزو 

ييول امةة ن  ضةةلا عةةن مةةواد اسةةال اخةةر  اسةةال م ضةةمذا االزل الةةزات ال ةة  تذشةةا مةةن ايةةض كةةات
, ر   ذةةود  Glyceraldehyde, ك ي ةة ر الزل الةةز  Methy pentanal-2مة ةة    ذ ايةةال-2وهةة 

Retinods   ل و ةةز و ةةز ان اع ةة  الفةةة للايةةز   ت ةةون اتظةةاه المةةاد  ااسةةالD-  ك وكةةور مباريةةة
محول و ود يحةةول ال  وكةةور ه  ك 2AR( ل و ع بز ان وييفة ايز   3 بقية المواد ااسال ااخر  

الفةةا ض بع ةةةزا عةةةن م ةةةارات ايةةةض الما ةةةة , كمةةا ايةةةه رممةةةا لةةةؤ ض ال ةةة  رو زات وال ةةةاتييول امةةة ن 
,  كةةةذلك يعمةةة  كةةةايز    Glutathionylatedو ز ةةة  سةةةمية االزل الةةةزات او مشةةة بات ا ل   وتةةةاث ون 

الفرك ةةور الةةذو لةةزود مةةزا   ضةةز ااك ةةز  , كمةةا ان اايةةز   مةةن خةةلال م ةةار المول ةةول يظ ةةز سةةير 
الحيامن بالما ة الضرور ة و كذلك يعم  ايز   الزورر زك   ز ايضةةا  ةة  ال ةةب الةةزاخ   ل   يةةة ع ةة  
 ذةةاا ال ةةورم  ول مةةا  ن الرلايةةا ورممةةا ي ةةاعز هةةذا  ةة  حمايةةة الرلايةةا مةةن البةةو  اارمور ةةة العاليةةة 

 (ل4المصاحبة ل ذاول مضادات ال زرر  
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                                  Material and Methods المواد وطرائق العمل 
                                                    Animals used الحيوانات المستخدمة

المظ ز    Femal albino miceاس رزم     هذه الزراسة اياث الفئران الميض ال  يمة        
غ  ووضع      35-30تبارم  اوراي ا   ن موي  وال   امعة ال  ⁄من ك      ال رمية والمب 

ا فاص خاية معز  ومظ ز  ل ذا البرض ، ورودت بالماا والع ف الح واي  الراص ل ا 
 باس مرارل

                           Induction of atherosclerosis استحداث التصلللب العصلليدي
 ر  ل أ 20  م  الح وايات ال  مظموع  ن تض  ك  مظموعة 

 لوما 60مظموعة ال يمر   ترك  ت ذاول الع ف والماا دون معام ة لمز   -1
% مةة  مةةاا 1مظموعةةة عرضةة  ل  صةة ب العصةة زو بأعما  ةةا   روك ةة ز ال  ةةزرو  ن  -2

 ل    (5)لوما 60الشرب ولمز  
لوم خةةزرت الح وايةةات بةةاالةر لبضةة  ثةةوانل ثةة  سةةحب الةةزم مةةن   ةةب محظةةر العةة ن  60ومعز مرور 

 Plan tubeاسةة رزام ايا  ةةب ةةةعر ة خايةةة بعةةز ملةةك وضةة  الةةزم  ةة  ايا  ةةب  لاسةة ييية وملةةك ب
يايفة و ا ة ومعبمةةة ، بعةةزها  صةة  المصةة  عةةن الظةةزا الم رةةةر مةةن الةةزم باسةة عمال   ةةار المةةرد 

د ةةا ق ثةة  سةةحب المصةة   وسةةاطة المايةةة الزقيبةةة وحفةة   10ولمةةز  1008xg المركةةزو ب ةةرعة 
°مل بعةةز ملةةك تةة  تحضةة ر م ح ةة  خلايةةا الةةزم وح ةةب طر بةةة 18 - المصةة  الرا ةةق بالمظمةةز  عذةةز

(ل ام ت  اخةةذ خلايةةا الةةزم المعزولةةة بعةةز  صةة  المصةة  وتةة  غ ةة  ا 6و ماع ه  Rapoportالباحث 
°م  4مةةة  اسةةة رزام   ةةةار المةةةرد المركةةةزو الممةةةرد  زر ةةةة   NaCl( (%0.9ثةةةلاث مةةةرات بمح ةةةول 

الراسةةب الم ضةةمن خلايةةا الةةزم بعةةز الب ةة  وتةة  د ةةا ق ل بعةةز ملةةك اخةةذ  5لمةةز   1008xgوم ةةرعة  
تح  ةةه بأضةةا ة ضةةعف حظمةةه مةةاا مبمةةر ل ثةة  وضةةع  اايا  ةةب الحاو ةةة ع ةة  م ح ةة  الرلايةةا  ةة  

°م ،  صةةة  الرا ةةةق الم ح ةة  مةةةن خلايةةةا الةةةزم باسةة رزام   ةةةار المةةةرد المركةةةزو 18 -المظمةةز  عذةةةز 
ول م ح ةة  خلايةةا الةةزم وح ر ةة  دقيبةةة ثةة  اخةةذ مح ةة  30لمةةز  1008xg °م وم ةةرعة 4الممةةرد  زر ةةة 

، كمةةا تةة  تبةةزلر المةةروت ن  ةة  م ح ةة  خلايةةا  2ARع يه ال ظارب اللاحبة مباةر  ا ةة   صةة  ايةةز   
( وماسةة رزام المذحذةة  7بمر بةةة اورو المحةةور     Blood Cells Hemolysate (BCH)الةةزم 

  اد  قياسية لالقياس  ل بزلر المروت ذات ح ث اس رزم الموم ن مص  الببر بأع باره م
بعز ااي  اا من سحب الزم ت      الح وايات واخذ الشةةر ان اا  ةةر ووضةة   ةة  مةةاد  المةمةة  وهةة  

،  ول  اكةةز مةةن حةةزوث  سةةاعة 72ولمةةز    Neutral formaline %10الفورمةةال ن الم عةةادل 
ال صةة ب العصةة زو تةة  اخةةذ مبةةاط  ي ةةظية مةةن الشةةر ان اا  ةةر ويةةبب ا بصةةببة ال يماتوك ةة   ن 

 (    ت و ن المباط  الذ ظية ل9واتبع  طر بة الحاج   (8)واالوس ن
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 قياس فعالية انزيم الدوز ريديكتيز في متحلل خلايا الدم  
 (10) و ماع ه agtJح ب المر بة الم بعة من  م  الباحث  2AR ت  تبزلر  عالية قيز         

 يايوم  رل 340مو   عذز طول  NADPHوال   تع مز ع   م ابعة الذبصان    ترك ز 
ع   تحو   ال  وكور ال  سورم  ول وه  الرمو  ااول     م ار  ول ول  2ARيعم  ايز     

polyol pathway  كما موضح    المعادلة ااتيةو 
   Working solutionمحلول العمل

 مةة  مةةن المح ةةول المةةذا  يةةودلوم  وسةةفات الحةةاوو ع ةة  مح ةةول1ل  ةةون هةةذا المح ةةول مةةن       
NADPH  وسةةفات المةةذا    رك ةةز -مح ةةول يةةودلومومح ول ال  وكور ل والذو ل   تحض ره من  

   رك ز م   موار، مح ول ك وكور  0.1    رك ز  NADPHمح ول  ،pH 7)  مولل ل ر   0.1
 م   موارل10

 طريقة العمل 
 لظزول الآت والزور ر زك  ز كما مم ن    ا  اع مزت طر بة العم  ل بزلر  عالية قيز       

 Sample Blank 
Blood cells hemolysate  100ماييرول  ر  
Distilled water  100ماييرول  ر 
Working Solution  1 م  1 م 

    
  340ر   المحال   ث   رحت اام صايية بعز الزقيبة ازول  والزقيبة العاةر  عذةةز طةةول مةةو   

 يايوم  رل

 Calculations                              الحسابات                    
 ح ب  عالية قيز   الزور ر زيي  ز اع مادا ع   المعادلة الآتية و                  

 
 

 

Fructose 

Activity of AR2 (µmol/L) = 
          x 1000 tVx ∆A  

 
                     Eo   x  Vs  x d 
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∆A     الفرق    اام صايية   ن الزقيبة ااول  والزقيبة العاةر = 
Vt      الحظ  ال = 

oE  1-م   موار  6.27= معام  اام صاص الموارو 
d =   س   1 طول الم ار الضو 

Vs حظ  الع ذة = 
 تنقية انزيم الدوز ريدكتيز من متحلل خلايا الدم  

تمةةةة  ال ذقيةةةةة الظز يةةةةة ايةةةةز   الةةةةزور ر ةةةةزك  ز المو ةةةةود  ةةةة  م ح ةةةة  خلايةةةةا الةةةةزم ل فئةةةةران 
 بعز قيال  عالية اايز   باتباع الرموات ااتية و المصابة بال ص ب العص زو المحزث وال  يمة

مةة  مةةن م ح ةة  خلايةةا الةةزم  ةة  كةةيم الفةةرر 10و وضةة  Dialysis الفللرز الائللائي يالللديلزة  . 1
البشةةةا   ثةةة  سةةةزت الذ ايةةةة الةاييةةةة ل  ةةةيم باحيةةةام وغمةةةم ال ةةةيم  ةةة  وعةةةاا ر ةةةا   يحةةةوو ع ةةة  

ل  pH =7مةةةولل ل ةةةر عذةةةز   0.1  رك ةةةز  4HPO2Na-4PO2KH وسةةةفات المةةةذا  فمح ةةةول ال 
°م مةة  ال حر ةةك باسةة رزام المحةةرك المبذاطي ةة  وتب  ةةر 4ر ةةة سةةاعة  ز 24اسةة مرت العم يةةة لمةةز  

المح ةةول المةةذا  كةة  ثةةلاث سةةةاعات تبر بةةا، ثةة  قيةةال  عاليةةة اايةةةز   وترك ةةز المةةروت ن ل ع ذةةة بعةةةز 
 عم ية الفرر البشا    ل  

سةة    ور اع مةةادا  -DEAEو اسةة رزم المبةةادل االةةوي  ال ةةالب . كروماتوغرافيللا التبللادل اييللوني2
باضةةا ة الع ذةةة الذاتظةةة مةةن عم يةةة الفةةرر البشةةا   ( ل ذقيةةة اايةةز    ز يةةا وملةةك 11  لمصةةزرع ةة  ا 

 2.5سةة  والبمةةر   40سةة    ور ما المةةول -DEAE ةة  اع ةة  عمةةود الفصةة  الم ةة رزم والم بةةأ   ة
 pH   =7مةةول ل ل ةةر عذةةز 0.1  رك ةةز  4HPO2Na-4PO2KH س ، واس رزام المح ول المذا  

م° بمعةةزل  ر ةةان  4مود الفص  و ةةز ا ر ةة  عم يةةة الفصةة  عذةةز در ةةة حةةرار  الع ذة من ع  اراحة
م لساعة( و مع  اا زاا الذاتظة مةةن عم يةةة الفصةة  لةةزو ا ثةة   تبةةزلر ترك ةةز  72م لدقيبة  1.2

المروت ن بمر بة اورو المحور  ومعز الرس  المياي  وتحزلز البمةة  المروت ذيةةة الذاتظةةة للايةةز    معةة  
و فةةةزت البمةةة  الم  حصةةةة  ع   ةةةا مةةةن عم يةةةة الفصةةة  بيروماتوغرافيةةةا ال بةةةةادل ة اا ةةةزاا ل ةةة   مةةة 

ل حصةةول ع ةة  مةةاد   ا ةةة ل لايةةز   بشةةي  م ةةحوق  lyophilizerاالةةوي  باسةة رزام   ةةار ال ظف ةةز 
  ا راا ال ظارب اللاحبة ل

 النتائج والمناقئة 
ام ةةة  ال ةةيمر ( و ةةود ثةةلاث الذاضةةظة غ ةةر المع اي رت المباط  الذ ظية ا  ر قياث الفئةةران     

طببةةات لظةةزار الشةةر ان اا  ةةر ت مةةة  بالمببةةة الزاخ يةةة والوسةةم  والرار يةةة  والراليةةة مةةن الرلايةةا 
( ،  ةة  حةة ن اي ةةرت المبةةاط  الذ ةةظية ا  ةةر قيةةاث الفئةةران المعام ةةة  م روك ةة ز 1الرغو ةةة  الشةةي 

ن     زار بماية اا  ةةر مةة  %    ماا الشرب تب رات مرضية ي ظية تمة     ةر1ال  زرو  ن 
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(، والةةذو يعةةز مؤةةةر 2ت ةةاثر الرلايةةا العضةة ية الم  ةةاا الوعا يةةة مةة  و ةةود الرلايةةا الرغو ةةة  الشةةي 
لحزوث اام     بماية الوعاا الزموو بفع  ال رب ال أك ةةزو الم ةة حزث  م روك ةة ز ال  ةةزرو  ن 

ميةةةة ااغشةةةية الر و ةةةة م ةةةمبة الةةذو ي ةةة    ةةة  اي ةةةاج   روك ةةة زات الةةةزهون ام تعمةةة  ع ةةة  تب ةةةر يفا
 الضرر البماي   

ومال ةةةةال  يشةةةةوا  -LDL oxمةةةةن خةةةةلال مشةةةةارك  ا  ةةةة  اك ةةةةز  المةةةةروت ن الةةةةزهذ  الةةةةواطئ ال ةا ةةةةة 
 (ل  12ال ص ب العص زو  

    2AR   Aldose reductase purification stepsخطوات تنقية انزيم 
 Purification by dialysisالتنقية بوساطة الفرز الائائي  .1

 ةة  م ح ةة     2AR( ان الفعاليةةة الذوليةةة ايةةز   2( و  1اةةةارت الذ ةةا ج الموضةةحة  ةة  الظةةزول ن  
وحةةز  ايز ميةةة ل م بةة   ةةروت ن  0.28خلايا الزم ل فئران ال  يمة حيبح  بعز عم ية الفرر البشا   

 0.133ح ةةث كايةة  مر  عما كاي  ع يه  م  عم يةةة الفةةرر البشةةا    2.1حو اي ا اردادت بمبزار 
% مباريةةة 172.6وحز  ايز ميةةةلم ب   ةةروت ن حو ان مبةةزار اسةة ر اع الفعاليةةة ال  يةةة للايةةز     بةة  

 ةة  م ح ةة  خلايةةا الةةزم  2AR(، وان الفعاليةةة الذوليةةة ايةةز   1بالفعالية ال  ية للايةةز   الرةةام   ةةزول 
وحةةةةةز   0.944   ل فئةةةةةران المصةةةةةابة بال صةةةةة ب العصةةةةة زو ايةةةةةبح  بعةةةةةز عم يةةةةةة الفةةةةةرر البشةةةةةا 

مةةةةر  عمةةةةا كايةةةة  ع يةةةةه  مةةةة  عم يةةةةة الفةةةةرر  2.37ايز ميةةةةةلم ب   ةةةةروت ن حو اي ةةةةا اردادت بمبةةةةزار 
وحةةز  ايز ميةةةةلم ب   ةةروت ن حو ان مبةةزار اسةة ر اع الفعاليةةة ال  يةةةة  0.398 ح ةةث كايةة  البشةةا  

  

a c 

b 
 

   مع تكاثر الخلاياa  تبين تثخن في جدار بطانة الابهر  ي2يالئكل    والوسطى والخارجية تبين الطبقة الداخلية  1يالئكل 
  c  مع وجود الخلايا الرغويةيbئيةيفي جدار الابهر لفأرة سليمة  والخالية من الخلايا الرغوية          العضلية الملساء الوعا
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اد   ةة  مبةةزار ( ل وان الز ةة 2 ةةزول  مبارية بالفعالية ال  يةةة للايةةز   الرةةام 191.78%للايز     ب  
بعةةز عم يةةة   ال    المروت نترك ز الفعالية الذولية بعز عم ية الزل ز  ي ج عن الذبصان الواضح    

 ل (13)الفرر البشا   و ز يعود ال مب ال  ال ر ا من بعض االويات والمةبمات
 . التنقية بكروماتوغرافيا التبادل الايوني:2

Purification by Ion –Exchange chromatography                    
 ةة  م ح ةة  ( II, I Peak I,II (( الةة  و ةةود   م ةة ن 3اةةةارت الذ ةةا ج المم ذةةة  ةة  الشةةي  

 0.3، 0.77 مبةةزارها ( ، بفعاليةةة يوليةةة1خلايةةا الةةزم ل فئةةران ال ةة يمة كمةةا موضةةحة  ةة  الظةةزول  
ح ةةث اردادت عةةزد مةةرات ال ذقيةةة ل ةةذا اايةةز   بمبةةزار وحةةز  ايز ميةةة ل م بةة   ةةروت ن ع ةة  ال ةةوال   

مر  بالذ بة للايز   الرام ع   ال ةةوال  وم بةة  ي ةةبة اسةة ر اع   عاليةةة اايةةز      ةةا  2.25،  5.78
% ع ةة  ال ةةوال  مباريةةة بالفعاليةةة ال  يةةة للايةةز   الرةةامل واةةةارت الذ ةةا ج المم ذةةة  %51.87،81.5

زم الةة  ةة  م ح ةة  خلايةةا  2AR ضةةا تم   ةةا  عاليةةة  ك يةةة ايةةز  اي  م ةة ن( الةة  و ةةود 4 ةة  الشةةي   
( ، ومفعاليةةةة يوليةةةة مبةةةزارها 2الظةةةزول  كمةةةا موضةةةحة  ةةة   ل فئةةةران المصةةةابة بال صةةة ب العصةةة زو

 4.07، 10.47وحةةز  ايز ميةةةلم ب   ةةروت ن ع ةة  ال ةةوال  حو اي ةةا اردادت بمبةةزار  1.62، 4.17
مباريةةة  56.98%%، 119.58 م بةة  ي ةةبة ااسةة ر اع مةةر  بالذ ةةبة للايةةز   الرةةام ع ةة  ال ةةوال  و 

( ح ةةث 14ظةةارو  الب بالفعالية ال  ية للايز   الرام وع   ال وال  ، وهذه الذ ا ج ت فةةق مةة  مةةا او ةةزه
 ت   ص   م  ن للأيز   من مص  دم مرض  داا ال ير من الذوع الةاي ل

يللا الللدم لفئللران سللليمة غيللر   خطللوات تنقيللة انللزيم الللدوز ريللدكتيز مللن متحلللل خلا 1الجللدول ي
 معاملة.  

 
 خطوات التنقية

 الحجم
 الكلي 
 مل

 البروتين
 الكلي 
 ملام 

 الفعالية*
 وحدة
 مل انزيمية/

 الفعالية الكلية
 وحدة انزيمية

 الفعالية
 النوعية وحدة
 انزيمية/ملام

 بروتين

 عدد
 مرات
 التنقية

 الاسترجاع
 للفعالية
 الكلية%

 100 1 0.133 21.9 2.19 163.7 10 الانزيم الخام

 Dialysis 9الفرز الائائي    
133.8

3 4.2 37.8 0.28 2.1 172.6 

 كروماتوغرافيا
 التبادل

 DEAEالايوني
 سيليولوز

    
peak 102 23.1 0.175 17.85 0.77 5.78 81.5 

     
peak 

72 37.5 0.157 11.36 0.3 2.25 51.87 

   خطوات تنقية انزيم الدوز ريدكتيز من متحلل خلايا الدم لفئران مصاية بالتصلب العصيدي. 2الجدول ي 
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 خطوات التنقية
 ا لحجم
 الكلي 
 مل

 البروتين
 الكلي 
 ملام 

 الفعالية*
 وحدة

 انزيمية/مل

الفعالية 
 الكلية
وحدة 
 انزيمية

 الفعالية
 النوعية وحدة

 ملامانزيمية/
 بروتين

 عدد
 مرات
 التنقية

 الاسترجاع
 للفعالية
 الكلية %

 100 1 0.398 57.8 5.78 145 10 الانزيم الخام

 Dialysis 9.3الفرز الائائي    
117.3

6 
11.92 110.85 0.944 2.37 191.78 

 كروماتوغرافيا
 التبادل

 DEAEالايوني
 سيليولوز

    
peak 

72 16.56 0.96 69.12 4 10.47 119.58 

    
 peak 

54 20.25 0.61 32.94 1.62 4.07 56.98 

 تئير الى كمية الانزيم الذي يؤكسد ما يكرومول واحد من المادة الاساس في الدقيقة الواحدة . U* الوحدة الانزيمية 
 
 
 
 
   
 

من متحلل خلايا الدم للفئرا ن السليمة غير  2ARالاسترداد المستحصل من تنقية انزيم : نموذج 3الئكل 
سيليلوز المعبأ  -DEAEبواسطة كروماتوغرافيا التبادل الايوني السالب باستخدام المبادل  2O2Hالمعاملة ب 

 مل/ساعة  72مل/دقيقة ي1.2سم  وبمعدل جريان  ( 40×2.5بعمود الفصل ذي الابعاد 

 
 
 
 

 
 

من متحلل خلايا الدم  2AR: نموذج الاسترداد المستحصل من تنقية انزيم  4الئكل 
بواسطة كروماتوغرافيا التبادل الايوني   2O2Hب للفئران المصابة بالتصلب العصيدي المستحدث 

سم    (40×2.5سيليلوز المعبأ بعمود الفصل ذي الابعاد  -DEAEالسالب باستخدام المبادل
 مل/ ساعة  72مل / دقيقة  ي 1.2بمعدل جريان 
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              Kinetic properties of the enzymeالخصائص الحركية للأنزيم
( مات الفعالية الذولية ااع   لزراسة  مي  الرصا ا  peak Iت  اخذ الم ماث  ااول  

ة اايز   ، ث  اتباع المر بة الموضحة     بر  طر بة العم  لقيال  عالي 2ARالحركية للايز   
 لظمي  الاروف المزروسة ادياه ل

ان ا ضةةة   عاليةةةة ايز ميةةةة تةةة   عذةةةز دراسةةةة تةةةأث ر يةةةوع المح ةةةول المةةةذا  ع ةةة   عاليةةةة اايةةةز   تمةةة ن
 كايةةةةة  مةةةةة  المح ةةةةةول المةةةةةذا   2ARالةةةةةذو تمةةةةة  تذب  ةةةةةه مةةةةةن اايةةةةةز    Iل م ماثةةةةة الحصةةةةةول ع   ةةةةةا 

Na,Na-phosphate buffer ان 14 ةةز الباحةةث   ةة  حةة ن و ( 5مةةا موضةةح  ةة  الشةةي   ك )
 لTris(HCl)bufferا ض   عالية له كاي  م  و ود المح ول المذا  

وم ةم ةة  ازل   (0.1mol/L)تةة  اسةة رزام حيةةواع مر  فةةة مةةن المحال ةة  المذامةةة ال اليةةة عذةةز ترك ةةز
 (pH (7.2=ال  زرو  ذ  عذز 

HCl         -3NO11H41.C 
     3Na 7O5H6C-7O8H62.C  

3   OC2Na -3HCO23.Na  

4     PO2KH-4HPO24.Na 

4PO2Na H-4HPO25.Na 

 
  

  
 
 
 
 
 
 
 

( ل مح ةةول (pH=6.8كما   ذةة  الذ ةةا ج ان اع ةة   عاليةةة تةة  الحصةةول ع   ةةا عذةةز الزالةةة الحامضةةية 
،  ةة  حةة ن و ةةز الباحةةث (6والموضةةحة  ةة  الشةةي    Na,Na-phosphate buffer  المةةذا  
Hara   2 ة المة ةة  ايةةز  ( ان الزالةةة الحامضةةي15و ماع ةةهAR    المذبةة  مةةن ك ةة  الةةز اج كايةة
pH=6 مات حامضية عالية(ل  

 

  2ARة أنزيم عاليفعلى تأثير المحلول المنظم   5 يئكلال

 المحلول المنظم رقم 

لية
فعا

 
زيم
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ية/

زيم
ة ان

وحد
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الإيةةز   المذبةة   ز يةةا ال ةة   م ةة ر ا  و ةةود حظةةوم مر  فةةة مةةن 2ARكمةةا تةة  قيةةال  عاليةةة قيةةز    

يةةز   ( العلا ة  ةة ن  عاليةةة الإيةةز   وحظةةوم الإ7( و م ن الشي   ماييرول  ر 25-200تراوح    ن  
 ةمةةوت العوامةة  ازخةةر ، ام للاحةة  حن سةةرعة ال فاعةة  الإيز مةة  تةةزداد  ز ةةاد  حظةة  الإيةةز   وم بةة  

 ل ماييرول  ر200 الز اد  ا صاها عذز حظ  
 
 
 
 
 
 
 
 

  تأثير حجم 7الئكل ي
 2ARالمستخلص الانزيمي على فعالية الانزيم

لية
فعا

 
زيم

الان
 

ية 
زيم

ة ان
وحد

ل
 م  

 حجم مستخلص الانزيم ي مايكروليتر  

 2ARة أنزيم عاليفعلى   تأثير الدالة الحامضية 6 ئكليال
 
 
  

 الحامضية لدالةا

لية
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  °م( در ات الحرا  

  2ARعلى فعالية أنزيم  درجات الحرارةتأثير   8 الئكلي

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ةةة الحةةرار  لةةؤدو الةة  ر ةة   عاليةةة اايةةز   تةةزر ظيا ( ان اارتفاع ال ةةزر ظ  لزر 8للاح  من الشي   
 °م ( يحص  بعزها قيرفاض واضح     عالية اايز    ل 25ال  حز  

ع ةة   عاليةةة ( ان  ميةة  االويةةات المو بةةة امةةلاح ال  ور ةةز ل ةةا تةةأث ر تةميمةة  9تمةة ن مةةن الشةةي   
 لU 0.63ة بفعاليةةة اايةةز    اايز   وان ا ةة  ي ةةبة تةمةةيط ي ةةرت عذةةز اضةةا ة الةةون المذبذ ةةز مباريةة 

 و ماع ةةهHara  (  زون و ود االون المو ب وهذ  الذ يظةةة مماببةةة مةة  ماتويةة  اليةةه الباحةةثم 
 ( لزراسة تأث ر االويات المو بة للاملاح ع    عالية اايز   المذب  من ك   الز اج ل15 

الذ ةةا ج الموضةةحة  ةة  الشةةي   كذلك تم  دراسة رمن ال فاعةة  اخ يةةار المةةز  الزمذيةةة المة ةة  وتشةة ر
( ثةة  ايرفةةاض سةة ر ال فاعةة  بعةةز الزقيبةةة 10( ال  ان اع    عالية للايةةز   كايةة  عذةةز الزقيبةةة  10 

 (ل16العاةر  ورمما يعود ال مب ال  ايرفاض ترك ز ماد  ااسال  
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K+        Hg+2        Na+        Mg+2      Ca+2      

Mn+2   ملي مولار10الايون الموجب بتركيز 

  2ARة أنزيم عاليفعلى  الايونات الموجبة تأثير  9 ي ئكلال
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 2AR  زمن التفاعل لانزيم 10الئكل ي 

 ةةةز مةةةاد  ااسةةةال ال  وكةةةور  و ةةةود تراك ةةةز وترك 2ARولمعر ةةةة العلا ةةةة  ةةة ن  عاليةةةة ايةةةز   
  2ARمر  فةةة مةةن مةةاد  ااسةةال وترك ةةز ثا ةة  مةةةن اايةةز    ، ح ةةث و ةةز ان اع ةة   عاليةةة زيةةةز   

  ةةرك و ةةز ان  -م   موار ، وماس رزام رس  ل ذةةو فر14لماد  ااسال ال  وكور كاي  عذز ترك ز 
  2U/mlهةةةة   2AR( ايةةةةز   mK( وثا ةةةة  ميي  ةةةةيم ) مذ ةةةة ن  max Vقيمةةةةة ال ةةةةرعة البصةةةةو   

 (ل11ع   ال وال  وكما موضح    الشي    mmol/L 33.33و
 

 
 
 
 
 
 

درل ال ةةةةاث ر ال ةميمةةةة  لمركبةةةةات االزو لا ةةةةون  ديةةةةادر ن و  ذ ةةةة  ن الموضةةةةحة تراك م ةةةةا 
( ع ةةة  الم ماثةةة  اايز مةةة   مو الفعاليةةةة ااع ةةة  والمذبةةة  مةةةن م ح ةةة  12ال يميا يةةةة  ةةة  الشةةةي   

( و ةةةز ان ال رك ةةةةز 3م ل فئةةةران المصةةةابة بال صةةة ب العصةةة زو كمةةةا ممةةة ن  ةةة  الظةةةزول  خلايةةةا الةةةز
مةةةةةةاييروموار  19.66وال رك ةةةةةةز   GE )Gensiteinمةةةةةةاييروموار ل مركةةةةةةب  ذ ةةةةةة  ن   37.03

 .2ARكان ال رك ز اامة  ل ةميط  عالية ايز    Daidzein (DA)ل مركب ديادر ن 

 

 AR2بيرك على فعالية أنزيم -نويفريالمادة ايساس حسب رسم ل  تأثير تركيز 11يالشي 
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لمركبين ديدازين و جينستين على فعالية انزيم الدوز ريدكتيز المنقى من   التركيز التثبيطي الامثل ل3الجدول ي
 متحلل خلايا الدم للفئران المصابة بالتصلب العصيدي.

 تركيز جينستين  
 يمايكرو مولار 

الفعاليلللة يوحلللدة 
مللللل    ⁄انزيميللللة 

 ×100 

النسلللبة المئويلللة 
 للتثبيط %

 تركيز ديادزين 
 يمايكرو مولار 

الفعاليللللة يوحللللدة 
ملللللل    ⁄ميلللللة انزي
 ×100 

النسلللللللللللللللللللللبة 
المئويلللللللللللللللللللة 

 للتثبيط %
0.0 43 0% 0.0 47.36 0% 

18.51 33.33 24 19.66 7.01 85.18 
37.03 12.28 72 39.37 10.52 77.7 
55.55 17.54 60 59.05 17.54 62.9 
74.07 14.03 68 78.74 14.03 70.3 
92.59 26.31 40 98.42 12.28 74 
111.11 36.84 16 118.4 12.28 74 

بةةالمركم ن الةة  ارتباط مةةا مةة  المو ةة  الفعةةال للايةةز   ،مةةن  2ARيميةةن ان يعةةز  سةةمب تةمةةيط ايةةز   
خلال ال أير ه زرو  ذ   ةة ن مر  ال  ةةزرو  ن ع ةة  المظموعةةة الوييفيةةة ل مةةةبط ومر  ااوك ةةظ ن 

ضةةةةةمن  ز يةةةةةة اايةةةةةز   ، وكمةةةةةا يعمةةةةة  تةةةةةزاخلات  110ول   ةةةةة زلن  48والذ ةةةةةرو  ن ل  الروسةةةةة ن 
 (لNADP  17 +  روس اتييية اضافية م  ال 

     
 2AR  التركيب الكيميائي لمركبات الايزوفلافون المستخدمة لتثبيط انزيم 12الئكلي

باس رزام ال رك ز اامة  ل ظذ   ن  2ARوعذز دراسة يوع تةميط هذه المركبات زيز   
و ز ايه من الذوع غ ر ( 3( ماييروموار ع   ال وال   زول 19.66( 37.03والزلزار ن  

 .  رك كما موضح    ااةيال ال الية-تذا    ح ب رس  ل ذو فر
 
 
 
 
 
 
 
 

 .GEالمنقى من متحلل خلايا الدم للفئران المصابة بالتصلب العصيدي بالمركب  2AR: تثبيط انزيم 13الئكل 
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 .DAصابة بالتصلب العصيدي بالمركب المنقى من متحلل خلايا الدم للفئران الم 2AR: تثبيط انزيم  14الئكل 
 ل المنقى من متحلل خلايا الدم للفئران المصابة بالتصلب العصيدي 2AR: نوع التثبيط ينزيم 4الجدول 

يالتركيز الامثل 
 مايكرومولار  

Km 
 يمايكرومولار  

 2ARلفعالية 
 بدون المثبط

mK 
يمايكرومولار   

  2ARلفعالية
 ثبطبوجود الم

Vmax  لفعالية  
2AR   يوحدة

 انزيمية /مل 
 بدون المثبط

Vʹmax  لفعالية 
 2AR  يوحدة

انزيمية /مل          
 بوجود المثبط

Ki 
 يمايكرومولار  

 نوع التثبيط

 تذا   غ ر  GE  33330 33330 2 1.33 37ي37.03 
DA) 19.66  33330 33330 2 0.71 19.6    غ رتذا 
Km  لم ذةةةةة ن  -ثا ةةةةة  ميي  ةةةةةيم mK  الاةةةةةاهرو ل  م ذةةةةة ن -ثا ةةةةة  مييةةةةةال يمVmax ال ةةةةةرعة

 لثا   ال ةميط  Kiال رعة البصو  الااهر ة ل  Vʹmax البصو  ل 
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