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Abstract: 

This study  include purification of  Phenylalanni hydroxylase ( PAH)  from patients 

urine with chronic renal failure. The purification steps include,protein  precipitation with 

ammonium sulphate solution. And ion exchange chromatography by using   (DEAE – 

Cellulose A – 50) as anionic exchanger  . Then two isoenzymes (I,II) were seperated through 

gel filtration by using  (sephadex G-200) with purification  folds  20.5 & 23.7 respectivily . 

the research also  include the kinetics studies of the two partially purified isoezymes 

(I&II) . The Km values were 4 mM .The two isoenzymes  shown an optimum pH at 7.2, and 

optimum temperature at 25 Cº.  

 نزيم الفنيل الالنين هيدروكسيلز من ادرار المصابيين بالفشل الكلوي المزمنجزئية لأتنقية 

   عبدالرحمن خضير                               م شاكر شاسماء ها    فراح غالي الصالحي                  

 / كلية التربية للبنات                               قسم الكيمياء /كلية التربية اء قسم الكيمي                      

 جامعة تكريت                    جامعة تكريت                                                          

 :الملخص

من ادرار المصابيين بالفشل الكلوي المزمن  ،  جزئيا  (  PAHفصل وتنقية انزيم الفنيل الالنين هيدروكسيلز )تضمن البحث 

 Gحيث شملت التنقية عدة خطوات ابتداءا  بالترسيب بأضافة  محلول كبريتات الامونيوم  وثم التخلص من الاملاح بأستخدام 

– 25  Sephadex المفصول من ني  يوثم  استخدام الجزء البروتSephadex G-25    وتنقيته  باستخدام كروماتوغرافيا

، وثم اخذ الجزء ( ، وثم تم اعادة الترسيب بمحلول كبريتات الامونيوم  DEAE – Cellulose A – 50التبادل الايوني )

 ( وبدرجات نقاوة متفاوتة PAHحيث تم الحصول على متناظريين لـ ) Sephadex G – 200المفصول وفصلة باستخدام 

 مرة (. 23.78 و  20.5 )

للمتناظريين المنقاة من ادرار مرضى  Kmوشمل البحث ايضا  الدراسات الحركية للمتناظرات المفصولة اعلاه قييم الثابت 

( ملي مولار : كما درس تاثير الاس  4)  I ,IIكان التركيز الامثل للمادة الاساس لكل المتناظرين  و،  الفشل الكلوي المزمن

  . Cº 25المثلى درجة الحرارة  في حين كانت ( 7.2)المثلى   pHحيث كانتالهيدروجيني للمتناظريين 

   Purification، تنقية   Phenylalanine hydroxylaseمفتاح البحث : فنيل الالنين هيدروكسيلز
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 :لمقدمةا

الانزيم المنظم والمحدد لسررعة المسرار الايضري لتحويرل PAH (EC 1.14.16.1 )))  هيدروكسليزالفنيل الالنين انزيم  يعد

  BH4 (Tetrahydrobiopterin)ويسررتخدم المرافررن الانزيمرريالتايروسررين  الفنيررل الالنررين ،حيررث يعمررل علررى تحولرره الررى

كعامرل مرافرن   non-heme ironوالحديد 
(1)(2)

وبالترالي يعتبرر مهمرا  فري توليرد هرمونرات الكراتيكول امرين مثرل الردوبامين  .

والادرينالين والنورادرينالين 
(3)

. 

نقصه الى الاصابة بمرض الفنيل كيتون يوريرا الرذي يعرد مرن الامرراض يؤدي ويعد هذا الانزيم مهما  في المجال الطبي حيث 

الوراثية الناتجة من نقص انزيم الفنيرل الالنرين هيدروكسريلز 
(5)(4)

، ويكرون السربب فري هرذا الرنقص هرو عرن وريرن حصرول  

ن المسررؤول عررن الجريوقررد ترم العثررور علررى مفرات الطفرررات المسررببة للامرراض المختلفررة فرري  12وفررة فرري الكرموسروم  رقررم 

واي خلل في هذا الانزيم يسبب الاضطراب في التمثيرل الذرذائي للفنيرل الالنرين الرذي يولرد ،  PAHالتخلين الحيوي لأنزيم الـ 

التيروسين  
(6()7)

حيث يمكن قياس نسبة تدفقه في البلازما الكلوية  GFRكما يؤثر على معدل الترشيح الكبيبي  
(8)

. 

في الكبد والكلية بصورة اساسية وهناك بعر  المؤشررات التنظيميرة المختلفرة التري وبالاخص في الانسان  PAHيوجد انزيم 

الاخرىتشير الى وجوده في بع  الانسجة 
(9)

. كما يوجد في الحيوانات ، وكرذل  فري بعر  البكتريرا ولرم يحردد وجروده فري  

 chlamydomonas reinhardtii( Singl – Celled atyaالنباترات مقارنرة بالجينومرات مثرل الطحالرب وحيردة الخليرة )

الذي ادت الى الاقتراح لوظيفته في النباتات  taedaوالصنوبريات 
(11)

. 

الجرذ  ة( من المصادر المختلفة ودراسة خواصه فقد تم تنقيتة من كلي PAHولقد شلمت الدراسات السابقة تنقية الانزيم )
(11)

 

 تباينةوكذل  من كبد الجرذ والانسان  وتم الحصول على متناظرات لهذا الانزيم  وباوزان جزيفية م
(12)

  

هرد  البحرث فرأن لرذا  هذا الانزيم من ادرار المرضى المصابيين بالفشل الكلوي المرزمن . ةالى تنقي الدراساتوحيث لم تشر 

 ( المنقاة من ادرار المرضى المصابيين بالفشل الكلوي المزمن . PAHدراسة  الصفات الحركية لمتناظري الانزيم ) هو

 المواد وطرائق العمل 

 جمع العينات 

من مستشفى تكريرت التعليمري بعرد تشخيصرها مرن قبرل الاوبراء  تم الحصول على النماذج المرضية للمصابين بالفشل الكلوي 

) الرذكور سرنة ولكرلا الجنسرين  75 – 21عينة ادرار قبل عملية الديلزة تتراوح اعمارهم بين  51الاخصائيين ، حيث جمعت 

  والاناث ( .

 

 

 شل الكلوي المزمن التنقية الجزئية لأنزيم الفنيل الالنين هيدروكسسيلز من ادرار المرضى المصابيين بالف

 طريقة تقدير فعالية متناظرات انزيم الفنيل الالنين هيدروكسيلز  

Bublitze (1969)اعتمادا  على وريقة الباحث  PAHتم قياس فعالية انزيم 
(13)

بعد تطوير الطريقة اللونية للوصول  

والمادة الاساس الفنيل الالنين التي تتحول الى  DMBH4لفعالية جيدة للانزيم ، والمتضمنة اضافة المرافن الانزيمي 

ليتكون معقد ذات  Nitroso -2- naphtol-1حيث يقدر التيروسين الناتج باستخدام كاشف  PAHالتيروسين بوجود انزيم 

 . نانوميتر  450برتقالي تقاس  شدة الامتصاصية بطول موجي  –لون اصفر 

 تقدير تركيز البروتين 

 Lowry methodاتبعت وريقة لوري 
(14 )

لقياس تركيز البروتين في الادرار او الجزء الناضح وبإستعمال البومين مصل 

 كبروتين قياسي. Bovin serum albumin (BSA)البقر 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=ar&prev=/search%3Fq%3Dphenylalanine%2Bhydroxylase%26hl%3Dar%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Tetrahydrobiopterin&usg=ALkJrhh7g-KZ5TNrB60RQ0BlPL51pn3Yeg
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 تنقية انزيم الفنيل الالنين هيدروكسيلز من الادرار 

 درار:تم استخدام الخطوات التالية لتنقية انزيم الفنيل الالنين هيدروكسيلز من الا

    Addtion of  ammonium sulphate buffer solutionاضافة المحلول المنظم لكبريتات الامونيوم: .1

تم ترسيب بروتينات الادرار باستخدام تراكيز متذيرة من المحلول المنظم لكبريتات الامونيوم والمحضرة من محلول  

وتخفف وصولا  الى   1:21مشبع من كبريتات الامونيوم في درجة حرارة الذرفة مع محلول الامونيا المركزة  بنسبة 

PH=7.5  من المحلول  26مل / دقيقة  ليصل الى  1.5تات الامونيوم .اذ تم اضافة من هذا المحلول المنظم لكبري %

دقيقة ، ثم نضعه في الجهاز الطرد  15باستخدام حمام ثلجي مع التحري  المتواصل في درجة حرارة الذرفة خلال مدة 

عشرة % من المحلول المنظم لكبريتات الامونيوم لمدة 44المركزي لمدى عشرة دقائن ثم  ناخذ الراشح ونضيف عليه 

مل من  8دقائن ، ثم نكرر وضعه في الجهاز الطرد المركزي ونفصله لمدة عشرة دقائن ،ثم ناخذ الراسب وندوبة بـ 

،  KClمولاري من  1.1، ويحتوي على   HCl Tris- PH= 7.2مولاري  1.1والمحضر ) من  Aالمحلول المنظم 

( ، ثم يحفظ  Glycerol% من phenylalanine ،5ملي مولار  من  Dithiothreitol  ،11ملي مولار من  1.1

overnightبالتجميد لمدة ليلة 
(15)

. 

 filtration Gel الترشيح الهلامي .  2

اسرراس عمررل هررذه التقنيررة الاخررتلا  فرري الرروزن الجزيفرري ، اذ اسررتعملت هنررا كخطرروة مبدئيررة للررتخلص جزئيررا  مررن الامررلاح 

اليره اضريف و، ( سرم  22× 2بابعراد ) Sephadex G-25والبروتينات المرافقة للانزيم حيث استخدمت عمود ترشريح هرلام 

 .البروتين المعزول من الخطوة

 

 اب . تركيز البروتين المذ3

وتركيزه بوضعه في كيس الفصل الذشائي وغُمس في بلورات من خطوة الترشيح الهلامي اعلاه تم جمع الجزء الناضح 

 دقيقة . 30 – 45السكروز لمـدة تتراوح بين 

  Ion exchange chromatographyكروماتوغرافيا التبادل الايوني . 4

من  PAHلتنقية  DEAE – Cellulose A50استعملت تقنية كروماتوغرافيا التبادل الايوني باستخدام عمود الراتنج  

 م.(°8- 12الجزء البروتيني المركز. واجريت عمليــة الفصــل بدرجات حرارية منخفضة )

 . اعادة ترسيب البروتين :5

واضفة الية كمية متساوية من  DEAE – Cellulose A50يتم اخذ الجزء الناضح االمفصول بواسطة  استخدام 

ammonium sulphate buffer solution   دورة / دقيقة 11111بسرعة ثم يوضع في جهاز الطرد المركزي

 . Aمل من المحلول المنظم  2 ه، ثم اخذ الراسب واضيف اليدقيقة 11لمدة 

 Gel filitration. الترشيح الهلامي 6

عمود  في الجزء المفصول بواسطة كروماتوغرافيا التبادل الايوني جزيفا من خلال امرار   PAHتم تنقية متناظرات انزيم 

 تقدُر و. حيث جمعت الاجزاء الناضحة من عمود الفصل ( 3x 30 cmبأبعاد ) Sephadex G – 200هلام الترشيح ال

 .لتل  الاجزاء وتركيز البروتين PAHفعالية انزيم 

    Electrophoresisالترحيل الكهربائي . 7

في تحضير هلام الفصل والترحيل الكهربائي مع بع  التحويرات Laemmliاتبعت وريقة 
16))

على هلام الفصل تم .حيث 

% باستعمال صبذة كوماسي الزرقاء  10ذو تركيز ( SDS-PAGA) الاكريل امايد بوجود صوديوم دوداسيل سلفيت
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CBB R250  لمتناظرات( الانزيمI,II ) المنقاة جزئيا  لانزيمPAH  وريقة كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي من

Sephadex G- 200  ساعه تقريبا. 9-8فولت واستمرت عملية الفصل  250وبامرار التيار الكهربائي 

 

 

 

 

 

 I,II(  PAHدراسة الصفات الحركية لمتناظرات الفنيل الالنين هيدروكسيلز )

 يلي :وشملت مافي الاجزاء الناضحة ( I,IIالصفات الحركية لمتناظرات الانزيم )تمت دراسة 

   phenylalanine (Phe)أ. تأثير تركيز المادة الاساس 

(، اذ استعملت I , IIللمتناظرين )  PAHعلى فعالية انـزيم  Phe)تم دراسة تأثير التراكيز المختلفة للمـادة الاســـاس ) 

( ملي مولار لايجاد تركيز المادة الاساس الامثل لعمل , 4.5 ,5  ,4 ,3.5   0.5 , 1 , 1.5 , 2 , 2.5 , 3التراكيز )

 PAH (I,II. )متناظرات انزيم 

 (Kmمنتن ) –ب . . تعيين قيم ثابت ميكاليس 

بيرك البيانية والتي تربط بين القيم  –باستعمال وريقة لينوفر  PAHالخاصة بمتناظرات انزيم  Kmتم الحصول على قيم 

 Phe (1/[S] vs. 1/v. )العكسية لكل من السرعة وتركيز 

 ج. تاثير الدالة الحامضية 

( لانزيم I , II( على سرعة تفاعل المتناظرين )Tris HCL 200 mMدُرس تأثير الاس الهيدروجيني للمحلول المنظم )

PAH  ــت محاليـــل ذات ، اذ استعملـpH ( بوجود  8،  7.8،  7.6،  7.4،  7.2،  7،  6.8، 6.6، 6.4،  6.2مختلفة )

 pHم ، وقيُست فعالية الانزيم كما موضح اعلاه اذ تم تعيين ° 25ودرجة حرارة  4mMبتركيــز   Pheالمادة الاساس 

 الامثل من خلال رسم العلاقة بين سرعة التفاعل والاس الهيدروجيني.

 د. تأثير درجة الحرارة 

حيث تم اجراء التفاعل في درجات حراريـــة مختلفـــة  PAHكما تم استخدام الطريقة في الفقرة اعلاه في قياس فعالية انزيم 

 pH 7.2( ذو Tris HCl 200 mMم بوجــود المحلـــول المنظـــم )(°, 20 , 10 , 0 60 , 50 , 40 , 30 , 25)  

 (.I,II، ومن ثم رسمت العلاقة بين سرعة التفاعل ودرجة الحرارة للمتناظرين )4mM ( Pheوتركيز المادة الاساس)

 النتائج والمناقشة 

ومتناظراته من ادرار مرضى الفشل الكلوي المزمن ، حيث  PAHشملت هذه الدراسة عملية فصل وتنقية جزئية لأنزيم 

تم التخلص من الملح وتخدام  تراكيز متزايدة من المحلول المنظم  لكبريتات الامونيوم ، رسب الانزيم في الخطوة الاولى بأس

حيث بلذت درجة التنقية للانزيم بهذه المرحلة  Sephadex G-25الزائد بطريقة الترشيح الهلامي وبأستخدام عمود الهلام 

بطريقتي كروماتوغرافيا التبادل الايوني   PAH% . وبعدها تم فصل متناظرات انزيم 36.6وبحصيلة انزيمية  14.2

حي تم  Sephadex G-200والترشيح الهلامي بأستخدام  عمود الهلام   DEAE – Cellulose A50بأستخدام الراتنج 

 I (20.562( وبدرجات نقاوة , اذ بلذت درجة التنقية للمتناظر 1كما موضح  في الشكل )  IIو   Iالحصول على متناظرين 

 ( .1مرة كما موضح في الجدول ) (II ( )23.71متناظر )( مرة وال
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Fisher (1970)و   Kufmanوجاءت نتائج هذه الدراسة بالحصول على متناظرين متطابقة مع ماتوصل اليه 
(17)

في  

فصل متناظرين من كبد الانسان البالغ لانزيم الفنيل الالنين هيدروكسيلز باستخدام تقنية كروماتوغرافية الترشيح الهلامي 

Sephadex G- 200  ويخالف ,Charles Y  ( 1972وجماعته)
(18)

لفصل متناظر واحد  Sephadex G100باستخدام  

وجماعته   Clive Stonierمن كبد الفأر ، ومتناظر واحد من مصل الدم عند اصحاء ومرضى الفشل الكلوي المزمن لـ 

(1984)
(19)

. 

% باستعمال صبذة كوماسي  10ذو تركيز   SDS-PAGAعند استخدام وريقة الفصل بالترحيل الكهربائي على هلام 

بطريقة  PAH( المنقاة جزئيا  لانزيم   I , IIزمة منفردة لكل المتناظرين )حيث اظهر ح CBB R250الزرقاء 

وبالتالي يتضح من مواقع هذه الحزم بأن للمتناظرين وزن جزيفي   Sephadex G- 200كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي 

و Flatmark Tن وهذا مايتوافن ماتوصل اليه كل مKDa ( 45 و   66.5) Ovalbumineو  BSAيقع بين بروتيني 

Stevens PC ( (1999
(21)

(1985وجماعته )  Makoto Yamashita و  
(21)

 .( 2كماموضح في الشكل ) 

( مع ارتفاع I , II)( في سرعة التفاعل الانزيمي للمتناظرين  Pheلقد اوضحت نتائج الدراسة تأثير تركيز المادة الاساس ) 

( ملي مولار ، ومن ثم يبدأ بالانخفاض عند التراكيز 4القصوى عند التركيز )تركيز المادة الاساس حتى يصل الى السرعة 

بالاعتماد على معادلة لينوفر بيرك كما   Kmالثابت تعيين ( . وتم 3العالية نتيجة لحدوث التثبيط كما موضح في الشكل رقم )

 II( ملي مول والمتناظر  1.25) Iللمتناظر   Km( حيث بلذت قيمة  I, IIللمتناظرين ) 5و  4موضح في الشكل رقم 

 ( ملي مولار 1.66)

( مع تذيير في الدالة الحامضية الى  I , II) PAHكما اوضحت الدراسة حدوث تذيير في سرعة تفاعل المتناظرات لانزيم 

 (6( كما موضح في الشكل رقم ) I , IIللمتناظرين )  7.2ان يصل الى السرعة القصوى عند الدالة الحامضية 

( كما موضح في الشكل I, II) PAHكما اظهرت نتائج الدراسة تاثير درجة الحرارة في سرعة تفاعل متناظرات انزيم     

˚ م 25( حيث ترتفع سرعة التفاعل بارتفاع درجات الحرارة الى حد الوصول الى السرعة القصوى عند درجة الحرارة 7)

 . حرارة وثم تبدأ سرعة التفاعل  بالانخفاض مع ارتفاع درجة ال

 

 

 

 

 من ادرار مرضى المصابيين بالفشل الكلوي المزمن PAH( : فصل وتنقية متناظرات الانزيم 1جدول )

Yield 

% 

Purification 

 (Fold) 

Specific 

activity 

I U/mg)) 

Total 

protein 

 

mg)) 

 

Protein 
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 (mg/ml) 
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Activity 
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(ml) 

 

Step 
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100 1 130.107 3.72 0.186 482 24.2 20 Crud Urine 

55.037 1.93 250.453 1.0592 0.1324 265.28 33.16 
8 

Ammonium 

sulphate 

36.622 14.1617 1842.53 0.096 0.0481 177.252 88.626 2 Sephadex G25 

56.09 14.725 1915.816 0.1411 0.03528 270.36 67.59 

4 

( Ion exchange ) 

DEAE-Cellulose 

A50 

58.174 17.899 2328.9 0.1204 0.0301 280.4 70.1 
4 

Ammonium 

sulphate 

 

 

18 

 

 

20.562 

 

 

2675.31 

 

 

0.0324 

 

 

0.0162 

 

 

86.68 

 

 

43.34 2 

(Gel filtration )  

Sephadex G200 

Isoenzyme -I 

Isoenzyme - П 20 23.71 3084.313 0.0306 0.0153 94.38 47.19 2 
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( المنقاة من ادرار مرضى المصابيين بالفشل الكلوي المزمن  PAH ( )I, II: فصل وتنقية متناظرات انزيم ) 1شكل 

 . Sephadex G- 200باستخدام تقنية 
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         3               2             1                                     

( للانزيم   I( المتناظر )3) Sephadex G -200( للانزيم المنقى بخطوة II( المتناظر )2القياسية )البروتينات  .31

 . Sephadex G -200المنقى بخطوة 

 المنقى من ادرار مرضى الفشل الكلوي المزمن . PAH( الترحيل الكهربائي لأنزيم 2شكل )
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( المنقاة من ادرار مرضى  I, IIتفاعل المتناظرات ) عة( وسر Phe: العلاقة بين تراكيز مختلفة للفنيل الالنين ) (3)شكل 

 . المزمن المصابيين بالفشل الكلوي

 

المنقى من ادرار المصابيين بالفشل الكلوي  Iلحساب ثابت ميكلس منتن  للمتناظر  Lineweaver-Burk: رسم  (4)شكل 

 .المزمن
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 المنقى من ادرار المصابيين بالفشل الكلوي IIلحساب ثابت ميكلس منتن  للمتناظر  Lineweaver-Burk: رسم  (5)شكل 

 المزمن

 

( المنقاة من ادرار مرضى المصابيين  I, II)  PAH: تاثير الدالة الحامضية على سرعة تفاعل متناظرات انزين  (6)شكل 

 بالفشل الكلوي المزمن .
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( المنقاة من ادرار مرضى المصابيين  I,II)  PAH: تاثير درجة الحرارة على سرعة تفاعل متناظرات انزين (7)شكل 

 بالفشل الكلوي المزمن .
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