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 الملخص

في النساء السليمات والمصابات    PAOوكسيديزأأمين بولي ال أنزيمتضمن البحث تحديد مستوى فعالية 

 في كل   PAO أنزيممستوى فعالية   في   (p<0.05) ارتفاع معنوي د  ووجلوحظ  . الأول النوع   من السكريداء  ب

 نـزيم  التنقية الجزئيـة لأ    أيضاتناول البحث   .  مقارنة بالسليمات  في المصابات من البلازما وخلايا الدم الحمر      

PAO         لخلايا الدم الحمر للسليمات والمصابات بالسكري نوع I   لوحظ . يموحيوية المختلفة  الك تقنياتال باستخدام

مـصابات   لكل مـن النـساء الـسليمات وال   PAO  (III, II, I)نزيموجود ثلاث قمم بروتينية تمتلك فعالية لأ

 0.237،  0.349(،  )0.098 و 0.183،  0.194( )ملغم بروتين /يةأنزيموحدة  (عية  و وبفعالية ن  أعلاهبالسكري  

) 104018 و 100671،141458(،  )69339 و 74512،72588( جزيئيـة    وبأوزان .على التوالي ) 0.176و

 ـ لم تظهر الدراسة الحالية وجود ايون النحاس عاملاً       .  من كروماتوغرافيا لتبادل الايوني    على التوالي   اً مرافق

ولجميع المتمـاثلات المنقـاة    يأنزيم كمرافق  FADوجد، بينما أعلاه إليها المشار PAO من متماثلات لأي

   .أعلاه

 تحضير مشتقات ثايويوريا مشابهة لحدٍ ما في تركيبها عِقارات  الـسلفونايل يوريـا               كما تناول البحث   

.   المنقى PAO نزيم تثبيطياً لأ  تأثيرااظهر المركب ثايوسيميكاربازايد    . وحاوية على المركب ثايوسيميكاربازايد   

  .ختلفةوبمديات م PAO نزيم تثبيطيا تنافسيا لأتأثيرااظهرت مشتقات الثايويوريا المحضرة و
  

  .اوكسيديز، داء السكر، مركبات الثايويورياأمين  بولي :دالةالكلمات ال

  ـــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
The research included a determination of  polyamine oxidase (PAO) activity in normal 

females and diabetic type I patients. It was found that the activities of  PAO in red blood 
cells (RBC) and plasma in  patients were significantly higher than that of normal (p<0.05). 

The partial purification of PAO from RBC of diabetic and normal females were 
included in this study. This was achieved by using different biochemical techniques. Three 
proteinous peaks with PAO activities in RBC (I, II, III)  from each of normal, diabetic with 
specific activities (U\mg protein) (0.194,0.183 and 0.098), (0.349, 0.237 and 0.176) were 
isolated from ion exchange chromatography. Molecular weights (72588, 74512 and 69339), 
(141458, 100671 and 104018) Da respectively.  

This study didn't show the existence of Cu2+ ion as a cofactor for any PAO isoenzyme, 
but indicated the existence of flavin adenine dinucleotide(FAD) as a cofactor for all PAO 
isoenzymes. 

On the other hand, the research included a preparation of thiourea derivatives of 
structure analogous to sulfonylurea drugs and containing thiosemicarbazide. 
Thiosemicarbazide showed an inhibitory effect on partially purified PAO activity. The 
prepared thiourea derivatives of thiosemicarbazide showed a competitive inhibition of PAO 
activity. 

 
Keywords: Polyamine oxidase, diabetes mellitus, thiourea compounds. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

أمـين  بـولي  ال مركبـات  أكـسدة  على Polyamine oxidase (PAO)أوكسيديزأمين  بولي أنزيميعمل 

Polyamines (PA)أساسمواد بوصفها  والمؤستلة  الحرة (Mendez et al., 2007) كما موضح في المعادلة 

  .(Seiler, 1987) الآتية
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السبرمدين  ،Spermine (spm) مثل السبرمين  polyamine (PA)مينأكبات البولي رم تعد

Spermidine (spd) والبترسين Putrescine (put) هذه تتواجد .  متعددةيع أمينمجامذات  جزيئات عضوية

في  تتواجد ، كما (Wallace et al., 2003)في جميع الخلايا الحية  جزيئية واطئة أوزانوهي ذات المركبات 

في و  Spdو  Spmالثانوية للـ مين أكسدة مجموعة الأعملية  PAO أنزيميحفز  و. الفقرياتأنسجةغلب أ

  تحرير  على التوالي، فضلا عنPutالـ و Spdالـ إلى  Spdالـ و Spm الـلحيوان يحول اأنسجةبعض 

 التي وجدت ،PAالـ  الحيوية لمركباتيفةالوظ إن .(Seiler, 1995) بيروكسيد الهيدروجينبروبانالديهايد وال

 هرمون اجوإنت DNA على الجرذان السليمة والمصابة بداء السكر هي تحفيز تضاعف الـأجريت ةفي دراس

 تتواجد في اغلب PA مركبات أن وبما . (Sjoholm et al., 2001)البنكرياسية) β( في خلايا بيتاالإنسولين 

ان  .الإنسولين إفرازلها الدور الواضح في لذلك  spdالـ وspmالـ  كل من منليةعاخلايا الحية  بتراكيز ال

تستخدم  لذا ،البنكرياسية -β-  في سايتوبلازم خلايا في الحبيبات الفارزة الموجودةانتواجدي spdالـوspm الـ

 دور spdالـ و pmـل كما ان ل.-β- خلاياأغشية التي تنظم نفاذية transglutaminaseات نزيم لأأساسمواد 

 في حالة ارتفاع لوحظوقد . (Gimenez, 2010)الإنسولين  في السيطرة على ترجمة الجين الخاص بأساسي

ووجد . PA  اللازم للبناء الحياتي لمركباتArginase أنزيمقصان في مستوى فعالية مستوى السكر في الدم ن

  platelet aggregation تأثير مشابه للأنسولين في تقليل تجمع الصفيحات الدموية PAالـ وL-Argـل لأن

(Mendez and Zarzozo, 1997) . بولي ال اتإنزيم الناتجة من عمل اتديهايد الال الدراسات انأكدتوقد

 من مولدات الجذور الحرة التي إذ تعد الحيوية والأنسجةلخلايا الحية  لسمية عالية تمتلك أوكسيديزأمين 

 الفوقية الأكسدة التاكسدي حالها حال المالوندايالديهايد الناتج من الإجهاد إحداثتشترك وبشكل مباشر في 

 المعروف H2O2 نـلبيروكسيد الهيدروجي السمية العالية إلى فضلاً عن  lipids peroxidationللدهون

-Murray et al.,2009 ; Murray)  التاكسديالإجهاد بإحداثرة وبالتالي الاشتراك ـذور الحـد الجـبتولي

Stewart, 2002) .بخلايا الأذى يلحق  هذا التاكسديالإجهاد وان β- ومن ثم يعد واحداً من البنكرياسية

   .حدوث داء السكرالمسببات ل

  

  اد وطرائق العملالمو

  الأجهزة المستخدمة

 Labnet  مــن شــركة .Enduro 15.10-midi-plus Gel.Tجــــهاز الهــــجرة الكـــهربائية  .1
International Inc.   

  ي مختبرات كلية التربية الأساسيةالأمريكية ف

   KBr في كلية التربية باستخدام قرص IR  مطياف الأشعة تحت الحمراء.2
Infrared Spectrophotometer. Model Tensor 27 Bruker Co., Germany     
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 جامعة آل البيـت،  C.H.N EA-uroVector model : EA 3000 A Italy للعناصر قجهاز التحليل الدقي .3

 ,Bruker نوع الجهاز 1HNMR، جهاز قياس طيف الرنين النووي المغناطيسي المملكة الأردنية الهاشمية

300MHz    ثيل سلفوكسايد الديوتيريوم  باستخدام ثنائي م (DMSO-de) مركز  /البيت- في جامعة آل   اً مذيب

            .المملكة الأردنية الهاشمية /بحوث المياه

 من مركز الوفاء )40-30عمر ب( الأولداء السكر النوع ب  عينة دم لنساء مصابات80 ت جمع:العينات

 )العراق / نينوى محافظة(  العامالتخصصي لأمراض السكري والغدد الصم في مستشفى الموصل

بعمر  (لنساء متطوعات سليمات  أخرى دمة عين100 تا جمعـ كموالمشخصين بهذا المرض منذ الطفولة،

. EDTA مانع تخثر الدم نوع  محتوية علىانابيب في  مليليتر من الدم5-4 بحجم العيناتجمعت ، )25-45

دقائق عند درجة ) 10(لمدة ) 15000g(برد بسرعة الطرد المركزي المجهاز باستخدام فصلت البلازما 

ثم فصلت الخلايا % 0.9 بتركيز NaClها ثلاث مرات بمحلول غسلب خلايا الدم الحمر  حللت.م˚4حرارة 

مقطر الماء من المل  3 مزجت بـ ثم ،دقائق )10(لمدة ) 15000g(بسرعة   المركزي المبرداستخدامب

 الجزء الرائق متحلل رعتبا .دقائق )10(لمدة ) 15000g(بسرعة   المبردالطرد المركزيعملية وفصلت ب

 البروتين في رقدثم  Red Blood Cells Hemolysate (RBCH) (Rapoport et al., 1979) حمر الخلاياال

 باستخدام المنحنى القياسيو (Schacterle and Pollack, 1973) فولن المحورة بطريقة RBCHالبلازما و

  .مادة قياسية البومين مصل البقرفيه استخدم و لتقدير البروتين

  :خلايا الحمرال في البلازما وPAO إنزيمفعالية قياس 

طريقة ال بإتباعوم  نفس اليلعينات البلازما ومتحلل الخلايا الحمر في PAO أنزيمفعالية تم قياس 

 spermine)مينأبولي  (الأساسكسدة مادة ا تضمنت اذ (Dahel et al., 2001; Flayeh, 1988) المحورة

لذي يعمل 100mM  البوتاسيوم بتركيز  وباستخدام محلول فيري سيانيدPAO أنزيمبوساطة   100mMبتركيز

 .pH=7.2عند  Na2HPO4-KH2PO4استخدام المحلول المنظم و الأوكسجينوبوجود   للالكتروناتمستقبلاً

ند  عبوتاسيوم العن اختزال محلول فيري سيانيدالناتج  متصاصية بمتابعة النقصان في الإنزيم فعالية الأتقيس

فقد  خلية القياس لعينة السيطرةأما .  دقيقة واحدةولمدة كل خمس ثوانٍنانوميتر ) 410(الطول الموجي 

وهي كمية (مل / يةنزيم تمثل الفعالية بالوحدة الأ.الأساس عدا المادة  التفاعلمكوناتعلى نفس احتوت 

   .) في الدقيقةالأساس واحد من المادة مول التي تؤكسد مايكرونزيمالأ

   الحمر  الدمخلاياالمستخلص من  PAO أنزيمتنقية 

من النوع  للمصابات بداء السكر متحلل الخلايا الحمر الموجود في PAO نزيملأتمت التنقية الجزئية 

  :يةتالآسليمات بعد قياس الفعالية بالخطوات وال الأول

الذي يسمح مل من متحلل الخلايا الحمر في كيس الفرز الغشائي 10وضع : Dialysis  الفرز الغشائي .1

 ساعات 6قابل الماء المقطر لمدة  بالنفاذ من خلاله م10kD من الأقل  الجزيئيةالأوزان ذات بالجزيئات
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للعينة  وتركيز البروتين نزيمعالية الأف تقيس باستخدام المحرك المغناطيسي، مع التحريك م°4درجة عند 

  .(Robyte and White, 1987) عملية الفرز الغشائيبعد 

اعتمادا على   سيليلوز- DEAE السالب الأيونيستخدم المبادل إ: الأيونيفيا التبادل كروماتوغرا .2

 مل من 10 الفرز الغشائي العينة الناتجة من عملية بإضافة  (Flayeh and Wallace, 1991)الأدبيات

سم، واستخدم المحلول المنظم  2.5سم وقطر  40 بطول سيليلوز -DEAEـالاعلى عمود الفصل المعبأ ب

Na2HPO4-KH2PO4 15 بتركيزmM عند pH=7.2. م بمعدل °4  العملية عند درجة حرارةأجريت

  تركيزسم قيثمن عملية الفصل يدويا   الناتجةالأجزاء وجمعت )ساعة /مل 68 (دقيقة / مل1.3 جريان

    .lyophilizer باستخدام جهاز المجفد الناتجة من التبادل الايوني نزيمالأثم جفدت حزم البروتين 

  الناتجة مـن عمليـة     PAO أنزيمثلات   نقاوة متما   الجزيئية ومدى  الأوزانتم التعرف   : الهجرة الكهربائية  .3

 sodium dodecyl sulphate  باسـتخدام  الهجـرة الكهربائيـة  تقنيـة ب  التبادل الايـوني كروماتوغرافيا

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Robyte and White, 1987) ،   تـم تقـدير

، 480000اليـوريز    :معلومـة جزيئية   أوزانذات    قياسية المقارنة مع مركبات بروتينية   بوزنها الجزيئي   

 13000ايتوكروم اوكسيديز    والس 23800، التربسين   40000، البيروكسديز   67000 الأبقارالبومين مصل   

  .تون دال

  تحضير مركبات الثايويوريا

 تولوين سلفونايل -وكلوريد البارا مرة   البنزوايل   كلوريد ) مول 0.01( بتفاعل ثايويوريا  حضرت مركبات   

حاوية على المجموعة الوظيفية الموجـودة فـي بعـض المركبـات الخافـضة للـسكر مثـل                  (مرة اخرى   

 ثايوسـيانات  مـن )  مـول 0.01(مع) لفونيل ستولوين- الحاوية على باراtolazamide و  tolbutamideالـ

رشـح النـاتج    بعد التبريد   ،   واحدة بالتصعيد الحراري لمدة ساعة   و  مل من الاسيتون الجاف    25بـ الامونيوم

وبـاراتولوين  للتخلص من راسب كلوريد الامونيوم واخذ الراشح الحاوي علـى بنزوايـل ايزوثايوسـيانيت               

 المـذاب   كاربازايدثايوسيميمن  )  مول 0.01(بوجود   ساعات   6لمدة   صعد حراريا وايزوثايوسيانيت   سلفونايل

 وأعيدت جفف الراسب    .)قابلة لأكسدة أمين  الناتج مركبات تضم عدة مجاميع      (  مل من الاسيتون الجاف    25بـ

التحليـل  ووضح بعض الخواص الفيزياوية والطيفيـة       ت )7،9الجداول  (و. )2010ياسين،  ( بلورته بالميثانول 

نقاوة المركبات الناتجة بكروماتوغرافيا الطبقة       من التأكد تم   .على التوالي للمركبات المحضرة    ناصرالدقيق للع 

  .TLCـ الرقيقة
  

  PAOأنزيمتاثير مركبات الثايويوريا المحضرة على فعالية 

 ماثـل  علـى المت    المحضرة منها  الثايويورياالثايوسيميكاربازايد ومركبات   يطي لمركب    التثب التأثيردرس  

  .Spm الأساس بوجود المادة بقياس الفعالية نزيم للأالأعلىنوعية  ذي الفعالية المنقىال
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  المنقاة من خلايا الدم الحمر  PAOي لمتماثلات نزيمالمرافق الأالكشف 

 نوع الشركة الاسترالية من Atomic absorptionف الامتصاص الذري اطي ماستخدم جهاز

SENSAA-GBC Scintific Equipment. ية الثلاث، نزيملنحاس في القمم الأ وجود ايون الكشف عنل

 Spectrophotometer (Shemadzo), Double Beamالمرئية  نوع  -فوق البنفسجية الأشعةوجهاز مطياف 

   .FAD (Matcheroulx, 1999) ينزيمالأ المرافق عن للكشف اليابانية Shemadzo  من شركة

  

  المناقشة النتائج و

  أوكسيديزأمين ولي  بأنزيمفعالية 

 ـ PAO أنزيم نتائج قياس فعالية     أشارت  يةنزيم الأ مستوى الفعالية في   ارتفاع معنوي    إلى RBCH  في ال

مقارنـة  مل  /يةأنزيموحدة   (22.5±200) لدى المصابات بالسكر النوع الأول    ) P<0.05(عند مستوى احتمالية    

 أنـزيم  فعالية أن إلى أشارتكما  . مل / يةأنزيمة وحد(17.75±103.32)  في النساء السليمات نزيمالأبفعالية 

PAO   (عنـد مـستوى احتماليـة        أيضا ارتفاعا معنويا     ارتفعت )1(  الجدول  في بلازما الدمP<0.05 (  فـي

  فـي النـساء الـسليمات    نـزيم الأ مقارنـة بفعاليـة   (4.9±15.0) الأولالمرضى المصابين بالسكر النوع 

(6.18±0.55).  
  

   في خلايا الدم الحمر وبلازما الدمPAO نزيمأ فعالية :1 جدولال

   p<0.05الحروف المختلفة عمودياً تشير الى اختلاف معنوي عند مستوى احتمالية   
  

في السائل المخي الشوكي للأطفال  نزيمفعالية الأمستوى زيادة معنوية ب) 2003العباسي، (جد قد وو

 RBCوجدت زيادة بمستوى الفعالية في) 2001الجبوري،  (أخرىوفي دراسة . بالأصحاءمقارنة المرضى 

 ي خلايا الدم الحمرفية نزيمالأفعالية أما في الدراسة الحالية فكانت ال .بين بالفصاموبلازما الاشخاص المصا

 

 الحالة

أنزيم فعالية  PAO 
Unit/ml (×102)  

 Mean ± SD 

 البروتين
mg/ml 

 PAO  النوعيةالفعالية 
Unit/mg protein (×102) 

 Mean ± SD 
 a  السليمات

103.32±17.75   
a 

28.53±11.85  
a 

3.62±0.35 
  

الدم  خلايا

   الحمر
 مصابات بالسكري

 الأولوع الن
c  

200±22.5 
ab 

32.13±3.85 
c 

6.18±0.55  

  c السليمات
6.18±0.55  

a 
73.47±3.57 

b  
0.128±0.05 

  

  بلازما الدم
 مصابات بالسكري

 النوع الثاني
b  

15.0±4.9  
d 

100.39±3.85 
c  

0.15±0.06  
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حصل عليها النتائج التي مع طابق تفي البلازما في السليمات والمصابات بداء السكر وهذا يالتي اكبر من تلك 

   ).Cohen et al., 1976( PA يض الـأمركز هو   RBC الـأنيؤكد وهذا ) 2001، الجبوري(

  

   من خلايا الدم الحمرPAO أنزيمتنقية 

  رز الغشائيالتنقية بوساطة الف. 1

 بعـد عمليـة الفـرز       أصبحتفي دم النساء السليمات      PAO نزيملأ الفعالية النوعية    أن النتائج   أشارت

مرة عما كانت عليه قبـل      ) 3.141( ازدادت بمقدار    أنهاملغم بروتين أي    / ية  أنزيموحدة  ) 0.0578(الغشائي  

 نـزيم للأمقدار استرجاع الفعالية الكليـة       وان   )ملغم بروتين  / يةأنزيم وحدة   0.0184(عملية الفرز الغشائي    

في دم   PAO نزيملأالفعالية النوعية    إن .)2(جدول  ال الخام   نزيمالفعالية الكلية للأ  مقارنة ب %) 274.46(بلغت  

ملغـم   / يـة أنزيم وحـدة    0.074(رز الغشائي    بعد عملية الف   أصبحت الأولالنساء المصابات بالسكر النوع     

 وحـدة  0.033( قبل عمليـة الفـرز الغـشائي    مرة عما كانت عليه) 2.24(مقدار  أي انها ازدادت ب  )بروتين

مقارنة بالفعالية الكليـة    ) 199.79%( بلغت   نزيم وان مقدار استرجاع الفعالية الكلية للأ      )ملغم بروتين  /يةأنزيم

 ـ         . )3( جدولال  الخام نزيمللأ  عـن النقـصان     توان الزيادة في مقدار الفعالية النوعية بعد عملية الديلزة نتج

لتخلص من بعض الايونات     الى ا  عزى ذلك لبروتين بعد عملية الفرز الغشائي وقد ي      لتركيز الكلي   الالواضح في   

  .(Robyt and White, 1987)والمثبطات
  

  : كروماتوغرافيا التبادل الايوني بتقنيةالتنقية. 2

، بفعاليـة  )2( الجـدول  PAO أنزيمفعالية ل تعود I, II, III  قمم للحزم الى وجود ثلاث)1 الشكل( يشير

 ازدادت بمقـدار    قدو  ،على التوالي ملغم بروتين   / ية  أنزيمحدة  و )0.0985( و) 0.183( ،) 0.194(نوعية  

 ،%)82.18(وبلغت نسبة الاسـترجاع      على التوالي     الخام نزيمللأنسبة  مرة  ) 5.353( و) 9.945(،  )10.543(

  . الخامنزيمالفعالية الكلية للأ ب مقارنةعلى التوالي) 35.25%( و%) 74.13(

  نوع في دم النساء المصابات بالسكري     PAO أنزيمفعالية  لالى وجود ثلاث قمم ايضا      ) 2الشكل  (ويشير  

I )  على التـوالي    ملغم بروتين  / يةأنزيم وحدة   )0.176( و) 0.237 (،)0.215(، وبفعالية نوعية    )3الجدول 

وبلغـت نـسبة    علـى التـوالي      الخام   نزيم للأ نسبةمرة  ) 5.36( و )7.19( ،)6.51(أي انها ازدادت بمقدار     

حين في  ،  على التوالي   الخام نزيممقارنة بالفعالية الكلية للأ   ) 33.53%(و   )22.84%(،  %)46.56(الاسترجاع  

 ، في المصابين بالفـصام وأربعةيمين  السلالأشخاص في متحلل دم نزيمللأقمم   ثلاث   )2001،  الجبوري(وجد  

 ثلاث قمم في السائل المخي الشوكي للأطفال السليمين والمصابين بالتهاب           )2002ميخا،   ( الباحثة توجدبينما  

  .السحايا الفيروسية
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   من خلايا الدم الحمر للنساء السليماتPAO أنزيم خطوات تنقية :2جدول ال
  

  .احدة من المادة الأساس في الدقيقة الواً واحد الذي يؤكسد مايكرومولاًنزيم تشير إلى كمية الأUية نزيم الوحدة الأ*

  

  

  

  Type-I من خلايا الدم الحمر للنساء المصابات بالسكر PAO أنزيم خطوات تنقية :3جدول ال

  خطوات التنقية
الحجم 

  الكلي

البروتين 

 الكلي ملغم
  *الفعالية 

Unit\ml 
  الفعالية الكلية 
Unit\10ml 

الفعالية النوعية 
Unitl\mg 
protein   

عدد 

مرات 

  التنقية

الاسترجاع 

للفعالية 

  %لكليةا

  

  100  1  0.033  24.16  2.416  714.75  10   الخامنزيمالأ

 Dialysis 10.3  651.21  4.687  48.27 0.074  2.24  199.79 الفرز الغشائي
Peak I 54.5  52.17  0.206  11.25  0.215  6.51 46.56 
Peak II 27.2  23.249  0.203  5.52  0.237  7.19  22.84 

كروماتوغرافيا 

التبادل 

- DEAEالايوني

  سليولوز

Peak III 
74.8  45.8  0.108  8.103  0.176  5.36  33.53  

  . من المادة الأساس في الدقيقة الواحدةاً واحد الذي يؤكسد مايكرومولاًنزيم تشير إلى كمية الأUية نزيم الوحدة الأ*

  

  

  

  

  

  

  خطوات التنقية
الحجم 

  الكلي

البروتين 

 الكلي ملغم
  *الفعالية

Unit\ml 

الفعالية 

  ليةالك
Unit\ml 

الفعالية 

 النوعية
Unitl\mg 
protein  

عدد مرات 

  التنقية

الاسترجاع 

للفعالية 

  %الكلية

  

  100  1  0.0184 7.95  0.795  429.75  10   الخامنزيمالأ

 Dialysis  10.5  377.25  2.079  21.82 0.0578  3.141  274.46الفرز الغشائي
Peak I 60.5  33.56 0.108 6.534  0.194 10.543  82.18 
Peak II 48.3  32.07 0.121 5.886 0.183 9.945  74.13 

كروماتوغرافيا 

التبادل 

  DEAEالايوني

  سيليولوز-

Peak III 
34.5  28.45 0.081 2.803 0.0985 5.353  35.25 
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 رقم الجزء

لـسليمات  ا  للنـساء  ا الدم الحمـر   خلايمن  PAOأنزيمنموذج الاسترداد المستحصل من تنقية: 1شكلال

 سيليلوز المعبا بعمود - DEAE  باستخدام المبادلكروماتوغرافيا التبادل الايوني السالب بتقنية

   سم 2.5×40الفصل ذي الأبعاد 

  البروتين
  نزيمالأ
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 رقم الجزء

لمـصابات  للنـساء ا  خلايا الدم الحمـر     من   PAOأنزيمنموذج الاسترداد المستحصل من تنقية: 2شكلال

 سيليلوز - DEAE باستخدام المبادل كروماتوغرافيا التبادل الايوني السالبتقنية بI نوع بالسكر

  سم2.5×40بعادالمعبأ بعمود الفصل ذي الأ

  بروتينال
  نزيمالأ
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   ينزيمالمرافق الأ وجود ونوع

 المنقـاة   PAO أنزيم متماثلات عدم وجود ايون النحاس مع    متصاص الذري   الاهاز   بج قياسالدلت نتائج   

 ـ  λmax  تينتين متميز  حزم ظهور مرئيةال - فوق البنفسجية  الأشعة نتائج طيف    أكدتحين   في   RBCH من ال

 أنالـى     الدراسات أشارت قدو )4( كما موضح في الجدول      ،FADلامتصاص تعودنانومتر   415-360 بين

 (CuAO)ويـسمى  )   +Cu2(كون مرافقه ايون النحاسي Monoamine Oxidaseأوكسيديزأمين و  مونأنزيم

في النباتات  ين  نزيميتواجد كلا الأ  إذ   Flavo-enzyme ويطلق عليه    FADالـ PAO أنزيميكون مرافق   بينما  

 450-360  المقـارب  مميزة عند الطول الموجيامتصاص حزم  ويبديان (Cona, 2006)الانسجة الحيوانيةو

  .FAD   (Matcheroulx, 1999) على وجود الـدلالة
  

   نانوميتر600-200 بين نزيممتماثلات الأل  FADـل الموجية لالأطوال :4جدول ال

  

  

  

  

  

  

  

-SDS باسـتخدام الوسـط       المنقاة بتقنية الترحيل الكهربـائي     PAOقدرت الاوزان الجزيئية لمتماثلات أنزيم      

PAGE   المصابات بالسكري نوع    ساء السليمات و  ، من دم النI     بين لوغاريتم الوزن الجزيئي     من رسم المنحني

وقـد وجـد ان     . )3الـشكل   ( للبروتينات القياسية والمسافة التي قطعتها هذه البروتينات نحو القطب الموجب         

 I النساء السليمات اوطأ منها للمصابات بالسكري النـوع           المنقاة من  PAOالاوزان الجزيئية لمتماثلات انزيم     

  .)5(جدولال

  

  

  

  

  

  

  

المنقى من دم  PAOمتماثل 

  النساء السليمات

المنقى من دم النساء PAO متماثل 

  ينزيمالمتماثل الأ  الاولنوعمن الالمصابات بالسكري 

 λmax  الامتصاصية λmax  يةالامتصاص
Peak I 0.063 426  0.548 434  

 0.035 367  0.059 354  
PeakII 0.759  447 0.844 414 

 0.557 310  0.11  307 
peakIII 0.394  436 0.353 414 

 0.366 367 0.032 361 

y = -1 .0452x + 5 .617
R 2 = 0 .8992

3 .5

4

4 .5

5

5 .5

6

0 0 .5 1 1 .5 2

 
لوغاريتم الوزن الجزيئي

سم
ة 

وع
قط

لم
ة ا

ساف
لم

 ا
 

  SDS-PAGE باستخدام PAO أنزيم القياسي لتقدير الوزن الجزيئي لمتماثلات ى المنحن:3الشكل 
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  PAO أنزيم الجزيئية لمتماثلات الأوزان: 5 جدولال
  

 kDالوزن الجزيئي  المتماثل  الحالة
Peak I 74512  
Peak II 72588  أنزيم PAOدم النساء السليمات المنقى من   
peakIII 69339  
Peak I 100671  
Peak II 141458  

 دم النساء المـصابات      من  المنقى PAO أنزيم

  I peakIII 104018بالسكر نوع 
  
 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   PAO على فعالية متماثلات  الثايوسيميكاربازيد مركبتأثير

ووجد  الأعلىالمنقى ذي الفعالية النوعية   PAO أنزيم يد على فعاليةمركب ثايوسيميكارباز تأثيردرس 

طياً مشابها لمركب  تثبيتأثيرا لهذا المركب  يكون وقد،)6(مبين في الجدولكما ير تثبيطي ان له تاث

  C=Sنمجموعة الثايو بسببالتأثير يعود قد  أو أوكسيديزمين الأات نزيم لأ مثبطاًدذي يعسيميكاربازايد الال

ودة في مركب ونيل الموجلمجموعة الكاربلتلك التي مشابهة تثبيط  آليةمن خلال الموجودة في هذا المركب 

 نزيملتداخل مع الموقع الفعال للألذه المجموعة قابلية له أن  إذ)Jalkanen and Salmi, 2001(يد السيميكارباز

  .PAO نزيملأية نزيمتعمل على تثبيط الفعالية الأبالتالي و

  

  

I      II       III             I       II      III       
AB

   1          2        3        4       5 
  
  .وآسيديزسايتوآروم ا-5تريبسين، -4بيروآسيديز، -BSA ،3-2يوريز، -1
A. أنزيممتماثلات PAOالمنقاة من دم النساء السليمات .  
B.أنزيممتماثلاتPAOالمنقاة من دم النساء المصابات بالسكري نوع  I  

   مع البروتينات القياسيةPAO أنزيملمتماثلات باستخدام الهجرة الكهربائية:1 لصورةا
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تولوين -من تفاعل مركبي كلوريد البنزوايل وكلوريد البارا) B و A(حضر مشتقي الثايويوريا 

  .سلفونايل مع ثايوسيانات البوتاسيوم ومن ثم مفاعلة المركبات الوسطية الناتجة مع الثايوسيميكاربازيد

  

  

  

  

  

  

  

   الخواص الفيزياوية لمركبات الثايويوريا المحضرة:7 جدولال

Rf Color Yield 
% 

m.p 
°C 

Molecular 
formela  Compound 

0.822 yellow 45.49  140  
(C9N4S2OH10) 

  A 

0.866 Brown  51.33  96  
(C9N4S3O2H12)

  B 

  

قد اظهر ف .% C.H.N  للعناصرالدقيق التحليلو شخصت مركبات الثايويوريا المحضرة بالطرق الطيفية

-1246 و 1-سم 3377-3160حزم امتصاص عند الترددات ) 5،4 الشكلين(طيف الاشعة تحت الحمراء

 حزمة حادة عند A على التوالي، فضلا عن ذلك اظهر المركب C=S و N-H تعود لمط اواصر 1- سم1269

المنقى من دم المصابات PAO  متماثل  المنقى من دم السليمات PAO متماثل  
 Iري نوع بالسك

  الترآيز 
  )ملي مولار(

وحدة (الفعالية 
  100×) مل/يةأنزيم

النسبة المئوية 
  %للتثبيط

وحدة (الفعالية 
  100×) مل/يةأنزيم

النسبة المئوية 
  % للتثبيط

  %0  13.54  %0  10.8  سيطرة بدون مثبط
25  10.8 0  12.18  10  
50  10.8 0  12.18  10  
75  9.47  12.5  6.77  50  
100  5.41  50  5.41  60  
125  6.77  37.5  5.41  60  
150  6.77 37.5  6.77  50  
175  6.77 37.5 6.77  50  

 ـ  PAOأنزيمفعاليةل المثبط ثايوسيميكاربازيدمشتقلتركيز  :6الجدول ن دم النـساء الـسليمات       المنقى م

  Iوالمصابات بالسكري نوع 

 

C
NH

C

O

S
NH

C
NH2

S
HN

1-(benzamido thiocarbonyl) 
thiosemicarbazide  (A) 

H3C S NHC
O

C
H2N

S

S

O NH
HN

1-(p-toluene sulfonamido thiocarbonyl) 
thiosemicarbazide (B) 
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 حزمتي امتصاص عند Bر طيف المركب  الاميدية، بينما اظهC=O تعود لمط اصرة 1-سم1683التردد 

 (SO2)تعودان للمط المتناظر وغير المتناظر لأواصر مجموعة السلفونيل1-سم 1365-1181الترددين 

  )8(الجدول

  

   لطيف الاشعة تحت الحمراء B وA الامتصاص للمركبين ترددات أهم : 8جدول ال
IR cm-1  

N H 
Stretch  

S O
asym, 
sym  

C H 
Bending  

C

O

NH

Amid   

C S

Stretch  
C C 

aromatic 
C H  

aliphatic 
Compound 

3371, 
3160  --- 763  1683  1246 1599, 

1560 --  A 

3377, 
3233, 
3160 

1365,  
1181  804 --- 1269  1596, 

1512 2997  B 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 Bحت الحمراء للمرآب طيف الاشعة ت: 5شكل ال

 

 A تحت الحمراء للمركب الأشعة طيف:4شكلال
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 ppm 10اشارة احادية عند : الازاحات الكيمياوية الاتية  Aللمركب ) 6 شكلال ( 1HNMRاظهر طيف       

C(واحد لبروتون 

O

NH ( 8.01و اشارة متعددة عندppm لبروتوني NH-NH    3.3واشارة احاديـة عنـد 

ppm   لبروتوني NH2 7.7-7.5فضلا عن ظهور اشارة متعددة لخمسة بروتونات عنـد          .  الطرفيةppm   تعـود 

الكيمياوية ات ظهرت الإشارفقد ) 7 شكلال( Bللمركب   1HNMRطيف الـاما . لبروتونات الحلقة الاروماتية

δظهرت إشارة  لـ:  الآتيةNH,NHNH   في المدى δ=2.2-2.5 ppmوإشارة لـ NH2   عند التـردد δ= 

3.34 ppm3  وظهرت إشارة  قوية لـH ,CH3عند  δ=2.1 ppm   كما ظهرت إشارة بمدى تردد δ=7.1-

7.9 ppm4  لـH , phenyl.  
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 وقد اظهرت (CHN)ة ايضا من خلال التحليل العنصري الدقيق للعناصرشخصت المركبات المحضر     

 Aقيما متطابقة تقريباً مع القيم المحسوبة وهذا يدل على صحة المركبين ) 9(القياسات الموضحة في الجدول 

  .Bو 

  

  C.H.N النسبة المئوية  للذرات بتقنية  التحليل العنصري الدقيق:9جدول     ال
C.H.N   % 

 %S% N% H% C  المركب

 A  نظري  عملي  نظري  عملي  نظري  عملي  نظري  عملي
25.69 25.19 22.35 22.04 5.47 3.93 42.58 42.51  
  B  نظري  عملي  نظري  عملي  نظري  عملي  نظري  عملي

31.85 31.57 18.49 18.42 3.46 3.94 35.78 35.52  

  

 والمنقى من كل الأعلى ذي الفعالية PAOم  فعالية انزيعلى B و A للمركبين التثبيطي التأثيردرس كما      

  50 و75ين  التركيزأن )10( الجدولمن بين ت .Iنوع  للنساء السليمات والمصابات بالسكري RBCمن 

 نزيمالألتثبيط فعالية ت التراكيز المثلى  كانB للمركب مولار ملي  100و125 ين و التركيزAللمركب 

  لى التوال عI  نوعات بالسكريالسليمات والمصابالمنقى من دم النساء 

  
  

  

  

  

  

  Bالمرآب  A المرآب  

المنقى من دم PAO متماثل  
  السليمات

المنقى من  PAOمتماثل
دم المصابات بالسكري 

 Iنوع 

المنقى من PAO متماثل
  دم السليمات

المنقى من PAO متماثل
دم المصابات بالسكري 

 Iنوع 

  الترآيز ملي مولار

الفعالية 
وحدة 

  مل/يةأنزيم
×100  

النسبة 
المئوية 
  % للتثبيط

الفعالية 
وحدة 

  مل/يةأنزيم
×100  

النسبة 
المئوية 
  %للتثبيط

الفعالية 
وحدة 

  مل/يةأنزيم
×100  

النسبة 
المئوية 
  %للتثبيط

الفعالية وحدة 
  مل/يةأنزيم
×100  

النسبة 
المئوية 
  %للتثبيط

  %0  12.18  %0  13.54  %0  13.54  %0  10.83  سيطرة بدون مثبط
25  6.77  37.5  8.12  40  8.12  40  9.47  22.2  
50  6.77  37.5  5.41  60  10.83  20  9.47  22.2  
75  5.41  50  6.77  50  12.18  10  13.54  11.1  

100  6.77  37.5 8.12  40  8.12  40 5.41  55.5  
125  6.77  37.5 8.12  40  6.77  50 5.41  55.5  
150  6.77  37.5 5.41  60  8.12  40 6.77  44.4  
175  
  

8.12  25  9.47  30  9.47  30  9.47  22.2  

 المنقى من دم النساء السليمات PAO أنزيمفعالية المثبط  ل B وAينللمركب الامثلالتركيز: 10الجدول

  Iوالمصابات بالسكري نوع 
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 المنقى من دم PAO أنزيم نوع تثبيط : 10شكل ال

  Bالمركب ب النساء السليمات
 المنقى من دم النساءPAOأنزيمنوع تثبيط  :11 شكلال

 BالمركببIبالسكري المصابات

B B

1/[S]mM 
1/[S]mM 

ت              الذي مكن وزيادة عدد المجاميع الفعالة توسيع الهيكل الجزيئيإلى يمكن ان يعزى سبب التثبيط هذا 

             ربونيلا يكون بسبب مجموعة الكأن كما يمكن نزيم للأ مع المواقع الفعالةأفضلالمركب من التداخل بشكل 

             يدمشابهة لمركب السيميكاربازلها صفة تثبيطية   التيC=S مجموعة الثايون  إلىإضافة يلللبنزو

(Jalkanen and Salmi, 2001) مجموعة أن إذ C=S الثايويورياقت بشكلها الفعال بعد تحضير مشتقب .  

 وجد انه من )8(دولجال الأمثل باستخدام التركيز  بهذه المركباتPAO نزيمدراسة نوع التثبيط لأوعند      

  :ةتيالآ الأشكالبيرك كما موضح في -م لينوفرحسب رسالنوع التنافسي 
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 المنقى من دم النساء     PAOأنزيم نوع تثبيط    :8شكلال

  السليمات
 المنقى من دم النساءPAOأنزيم نوع تثبيط    :9شكلال

  المصابات 

1/[S]mM 
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 بوجود I المنقى من دم النساء السليمات والمصابات بالسكري نوع PAO نزيم لأ نوع التثبيط:11 الجدول

   المحضرةB ,A  الثايويوريا يوعدم وجود مركب
  

ريا مركب الثايويو

التركيز (المحضر 

  )الامثل ملي مولار

Km 
(mM)  
لفعالية 
PAO    

  بدون المثبط

mK ′    
(mM)  
لفعالية 
PAO  

 بوجود المثبط

Vmax لفعالية 
PAO  

(unit/ml)    
  بدون المثبط

V´max  
 PAO لفعالية 

(unit/ml)    
  بوجود المثبط

Ki (mM) نوع التثبيط 

   المنقى من دم النساء السليماتPAO نزيمات الحركية لأالمتغير

A) 75تنافسي  24.18  0.02  0.02  142.85 45.45  ) ملي مولار 

B)125تنافسي  45.81 0.02 0.02  125 45.45 ) ملي مولار 

   I المنقى من دم النساء المصابات بالسكر نوعPAO نزيمالمتغيرات الحركية لأ

A) 50تنافسي  10.60  0.025  0.025  200 41.66  ) ملي مولار 

B)100تنافسي  16.86 0.025 0.025  250  41.66 ) ملي مولار 
Kmيليس مينتن  ثابت ميك /mK′الظاهري  ثابت ميكايليس مينتن  / Vmax السرعة القصوى / V'max السرعة القصوى الظاهرية  /

Ki ثابت التثبيط   
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