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 من حليب الابقار المصابة Elastase تنقية وتوصيف انزيم الالاستيز 
  بالتهاب الضرع

 خالدة عبد الرحمن شاكر            عامر محمد علي الشيخ صالح           كفاح سعيد دوش

 الملخص                                     
عززززززززززددة الاشزززززززززز ا  النوو ززززززززززة مززززززززززن نززززززززززوع مت البززززززززززي مززززززززززن خزززززززززز   الززززززززززد   Elastaseعززززززززززز  الالاسززززززززززتيز 

Polymorphonuclear Leukocytes   تنقيتز   تالمعزولة من حليب ابقزار احزدف هيهزا التهزاب مزرع مفتعز  و ز
 DEAE- Celluloseبعد ترسيب  بملح كبر تات الامونيو  وذلك باستخدا  عمود كروماتوكرافي التباد  الا وني السزالب 

 وكانززت ايصززيلة الانزايززة النها يززة   Sephadex G-100 خزز   عمززود  تبززذ ذلززك كرومززاتوكرافي اللهشززيح ا  مززي 

اجززرا اللهحيز  ال هربا زي في مزز   متعزدد الاكر ز  اما ززد بوجزود المزواد الماسززخة   8.06.وعززدد مزرات التنقيزة  %18.15
زيم ان وزنز  ازز يزي ارهزرت نتزا ت توصزيف الانز .لاختبار نقزاوة الانززيم ورهزر انز  منقزك وذلزك لزهزور حزمزة بروتينيزة واحزدة

 (SDS – PAGE) نز  برر قزة اللهشزيح ا  مزي واللهحيز  ال هربا زي  يدالتون عنزد تعي23000 و   22500بحدود  قدر
 7.0 - 9.0 وتزراوح المزدا الاملز  للباتز  بز    8.0بلز  الزرقا ا يزدروجيلا الاملز  لفعاليزة الانززيم  . بوجزود المزواد الماسزخة

حضزن   فياشارت نتيجة دراسة اللبات ايرارا الى ان الانزيم كان هعزالا  .  40الية عند درجة حرارة وابدا الانزيم اقصك هع
لمزدة    50 - 30 درجزات حزرارةفي عنزد حضزن   واحزتف  الانززيم ب امز  هعاليتز    20– 80  في مزدا درجزات حزرارة بز 

ب لور ززد  50%د الز بززو وال السززيو  وتلززبة بنسززبة كمززا وجززد ان الانزززيم قيززد الدراسززة ل  تززلور ب زز  مززن كلور زز   .دقيقززة 30
ب لور ززد الصززود و  وعنززد معاملتزز  بال واشززف الملبرززة والمنشززرة وجززد ان الانزززيم ل  تززلور بالعوامزز  الملبرززة  10%النحززاو و

السززن نية للبروتييزززات المعدنيززة والاسززبار تية والسيسززتينية بزز  تلززبة بال امزز  عنززد معاملتزز  بالملززبة المتخصززص بالبروتييزززات 
Phenyl methyl sulfonyl floride ( PMSF) لى مجموعزة مزاا ازا  زد  علزك ان الانززيم قيزد الدراسزة  عزود ا

 .البروتييزات السن نية

 المقدمة

 وصززف مززرت التهززاب الضززرع انزز  التهززاب معقززد يجززا عززن تلززوف مززا  روا  صززيب ال ززدة اللبنيززة اززا  ززنجا عنزز  
من الد  إلى مواقذ الضزرر في الضزرع لمها زة وبلعمزة المسزببات  البي بنية ومجرة كر ت الد  ز دة نفاذ ة أنسجة ال دة الل

ان أعزداد الجز   ازسزمية   15).، (6المرمية الما  روبية الزاا  زيدا بزدورلى إلى ارتفزاع أعزداد الجز   ازسزمية في ايليزب 
تصزنف خز     (18) .م  حليب/ خلية510  1 ×سليا موفي ايليب والتي تعد ايد الفاص  ب  حالة الضرع المصاب وال

 . والجز   ابببزة )متعزددة الانو زة( إلى و وزة أنزواع مزي الجز   اللمفاو زة وخز   الزبلعا ال بزن )احاد زة النزواة( البزي الزد  

ات هصززوص متعززددة وتسززمك تشززم  الجزز   ابببززة الجزز   العدلززة وايامضززية والقاعد ززة، لتززوا الجزز   العدلززة علززك نززواة ذ
. عنززد اصززابة الابقززار polymorphonuclear cell (PMN)  ((14غالبززا بالجزز   المتعززددة ااشزز ا  النوو زززة 

نسزيت ال زدة اللبنيزة وكزالك بروتينزات  ازاجا العد د مزن انزااازا ابللزة للبروتز  والزتي PMN خ    لرربالتهاب الضرع 
 المعزولة من حليب اابقار المصابة بالتهزاب الضزرع علزك العد زد مزن البروتييززات PMN لتوا خ   .16)،13)  ايليب

وبروتييزززات معدنيزة وسيسززتينية واسززبار تية وتعززد مزي المسززيولة عززن مززد     Elastase تشزم  البروتييزززات السززن نية ملز 
   .ليب خ   الإصابة بالتهاب الضرعنسيت ال دة اللبنية وبروتينات اي

العراق. -ب داد- جامعة ب داد -الزراعةكلية   
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لزز  القابليززة علززك لليزز  العد ززد مززن و وبالتحد ززد في ايبيبززات الاز روهيليززة  PMNفي خزز    Elastase وجززد 
المزواد ااسزاو والزتي تشزتم  علزك  يززذ الم زويت الجزارك الجليزة وكزالك بروتينززات متنوعزة ملز  عوامز  التخلزر والم مزز ت 

لنزيم الانزززيم دورا مهمززا في بلززر بروتينززات ايليززب و في زمززن التخلززر وخاصززة عنززدما  ضززا  كززز ززيدا كمززا و   وبروتينززات المناعززة
 - Meth 106)من موقذ الاصرة  في او بالقرب( (اذ ان ل نزيم قابلية علك شرر ال ابا كاز ن   exoenzymeخارجي 

Phe 105 )  متمزا  ذزاا اانززيم مزن كزان ا(  1،3،4) بلزر ايليزب ومي الاصرة التي ااجا من قب  انزيم ال ااوسز  عنزد
  Elastaseبانززيمعنزدما لاحززوا أن منزاع بعز  اامزرات الوراويزة الزتي  زا ع قزة  22)، (21قب  الباحل  في المجا  الربي

  Elastaseالمزنزا لعمز    )الملزبة(ومزونقص في   antitrypsin deficiency ملز  مزرت نقزص مضزاد اللهبسز  
 يدا نقص  إلى مز د من التحل  في اانسجة الرابرة واززدار الفاصز  بز  الجز   بفعز  مزاا الانززيم ازا جعز  الزبع  الاا 

مزن الزد  وإنتاجهزا  زاا اانززيم مزن اجز  بلعمزة المسزببات المرمزية  فزوق   PMN عتقد أن الضرر الناجا عزن مجزرة خز   
 .ذا النسيجي الالتهاااا الفا دة المتوخاة من  والاا ل  دور مها في

خزز    الدراسززات المتعلقززة بعززز  وتنقيززة الالاسززتيز مززن ايليززب ودراسززة دورلى في عمليززة التخلززرد ززة و لى محدااً نزززر 
أو في انضاك الاجبان وكالك مدا خرورة تناو  حليب يحتوا علك تراكيزز عاليزة مزن مزاا الانززيم لزاا اجر زت تصنيذ ازبن 
نززيم وتنقيتز  مزن حليزب ابقزار احزدف هيهزا التهزاب مزرع مفتعز  ودراسزة لملز  ايزرارا وبعز  اولزة عزز  الابمالى الدراسة 

  .صفات  المهمة الاخرا

 البحثو ا المواد وطر 

 مصدر الانزيم 
مللزله مزن  2 بمقزدارجامعزة ب زداد  – كليزة الزراعزة   –حقنت امرع ابقار سليمة تابعة يق  قسزا اللزروة اييوانيزة 

في دارئ الفوسزفات الملحزي  ت ذابا ت  م  /ما  روغرا  2 وبلهكيز  Escherichia coliاخلي لب له  محلو  الا فان الد
 زذ  (13و اعتز  ) Mathieu احداف التهاب مرع مفتع  حسب الماكور مزن قبز  ل رت  Sigmaوالمجهز من شركة 

المزاكورة   Ficoll باسزتخدا  تقنيزة التزدرك    PMN، عزلت من  الجز   المتعزددة الاشز ا  النوو زة ايليب لمدة و وة ا  
  ثم 4درجززة حززرارة  فينززيبا باسززتخدا  مجززنبا  ززدوا زجززاجي و ، عرمززت مززالى الجزز   الى عمليززة جمززن قبزز  الباحززث ذاتزز 

للزتخلص مزن جزدران الجزز   دقزا و  10لمزدة في نفزبا درجزة ايززرارة مزبرد ) g) 250 اجر زت للمجزنبا عمليزة نبزا مركززا
كمزززا ي قيزززاو حجمززز  وهعاليتززز    قزززةل نززززيم الجزززا  لاجززز  خرزززوات التنقيزززة والتوصزززيف ال ح اً مستخلصززز  زززوالرا وعزززد الراشزززح

 .التحللية

تبعزا للرر قزة المزاكورة مزن كمزادة خامزعة   Elastinوذلزك اسزتخدا  Elastase قزدرت هعاليزة : هعاليزة الانززيم1 - 
 . Shtoon(20)قب 

  Elastinباسززتخدا   في تقززد ر البروتزز  Heath(1) و Bradfordواتبعززت طر قززة  :تقززد ر تركيززز البروتزز  2 -
 كمادة اساو.

 بنسززب اشززباع تراوحززتلززح كبر تززات الامونيززو  بلهسززيب الانزززيم الجززا  باسززتخدا  م  Elastaseنقززي :تنقيززة الانزززيم 3 -
 26عزادذا الاب  DEAE- Cellulose% تبعتها خرزوة اسزتخد  هيهزا عمزود التبزاد  الا زوني السزالب   20 – 90ب 

بسززرعة جززر ن   6.0مززولار ورقززا ميززدروجيتي   0.01بلهكيززز  ئسززا المززوازن بمحلززو  هوسززفات الصززود و  الززدار   2.4 ×
لجرزي ل لور زد انبوبزة واسزلهدت الاجززالم المرتبرزة بالمبزاد  باسزتخدا  اسزلوب التزدرك الملحزي ا /مز  3ساعة وبواقذ  /م 36

علزك الفعاليزة الانزايزة  الزتي أحتزوت عت الاجززالم   .فات الصود و  الدارئمولار في محلو  هوس   0 -1الصود و  وباللهكيز
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درجزة في مزولار   0.01هوسزفات الصزود و  الزدارا بلهكيزز  وجزرت عمليزة التناهزا ال شزا ي مقابز  عزدة تبزد  ت مزن محلزو 
الانزازي باسزتخدا  مزادة البزو   ثم ركزز ابلزو . ، قدرت هعاليزة الانززيم وحزدد تركيزز البروتز  هيهزاثم قيبا حجم     4حرارة

-Sephadex Gا  مزيتلتهزا خرزوة تنقيزة امزاهية متمللزة باسزتخدا  عمزود اللهشزيح   PEG-10000اويل  ك   زو  

سزا وذلززك بامزرار ابلززو  الانزازي المركززز بعزد اذابتزز  في محلزو  الموازنزز  حيزث  ززت موازنزة العمززود  2 × 65بابعززاد   100
مززولار بززرقا ميززدروجيلا   0.2كلور ززد الصززود و  بلهكيززز-مززولار 0.1بلهكيززز ئوسززفات الصززود و  الززدار اد بمحلززو  هوالاسززلهد

  280، جزرا قيزاو الامتصزاص الضزو ي علزك سزاعة /مز  21انبوبزة  وبسزرعة جزر ن  / مز  3،  عت الاجززالم بحجزا 6.0
الفعاليززة و ززت عمليززة التناهززا  رهززرت هيهززا الززتي عززت الاجزززالم  .ينززومله ل جزززالم المسززلهدة مززذ قيززاو هعاليززة الانزززيم هيهززا 

، ركزز ايجزا وتركيزز البروتز  والفعاليزة ، قزيبا  4درجة حزرارةفي مولار  0.01بلهكيز  ئالفوسفات الدار شا ي جالى محلو  ال 
  .ال حقة ي  استخدام  في الفحوص ( °15-)لتجميد ثم حف  با PEG- 10000ابلو  الانزاي استخدا  

في تعي  نقاوة الانزيم بوساطة اللهحي  ال هربا ي ذ     Laemmli (9)اتبعت طر قة   :نقاوة الانزيمتعي   - 4
 .  SDSمتعدد الاكر   اما د بوجود العوام  الماسخة

  ة:الاتيشم  اجرالم الاختبارات  الانزيم:توصيف  - 5

مي واللهحي  ال هربا ي في مز   متعزدد الاكر ز  برر قة اللهشيح ا  ي :  Elastase لانزيم تقد ر الوزن ازز يي -1
مززز  ماابزززة في محلزززو  الفوسزززفات الزززدارئ /مل زززا 4 حيزززث حضزززرت محاليززز  البروتينزززات ااتيزززة بلهكيزززز  SDSاما زززد بوجزززود

 : Lysozyme()كيلودالتزززون قياسزززية اوزان جز يزززة معلومزززة  لت زززون بروتينزززاتك  6مزززولار ورقزززا ميزززدروجيلا  0.1بلهكيزززز
،Pepsin ،Ovalbumin،Bovine serum albumin،Collagenase(A,B)   ،Transferrin  ، 

   -  Globulin   علك التوا  150 و , 80  105)و65 ) ,35 , 43 , 67 ,  14.4ذات اوزان جز يية تبل. 

لفعاليزة  المللزك ةلتعي  اارقا  ا يدروجينيز   الرقا ا يدروجيلا الامل  لفعالية الانزيم التحللية ووبات الانزيم:يتع2- 
مزولار ومزي محلزو  خز ت الصزود و   0.2اانزيم التحللية ووبزات اانززيم اسزتخدمت و وزة أنزواع مزن اباليز  الدار زة بلهكيزز 

هعالية اانززيم في قزيا لتلفزة مزن اارقزا   تقيس حيث  Tris-HCLمحلو  ،  محلو  هوسفات الصود و  الدارئ، الدارئ 
المسزتخد  عزادة كركيززة لعمز  اانززيم مزذ اباليز   Elastin  وذلك بتحض  محلو  10.0-2.0 ا يدروجينية تراوحت ب 

  ثم بززردت مباشززرة في حمززا  ولجززي واسززتخد  كركيزززة 37درجززة حززرارة في ورة لمززدة نصززف سززاعة في حمززا  مززا ي الدار ززة المززاك
 قززززة بزززز  الفعاليززززة التحلليززززة ل نزززززيم والززززرقا ( ثم رسمززززت الع1لقيززززاو هعاليززززة اانزززززيم التحلليززززة حسززززب المززززاكور في الفقززززرة )
 ا يدروجيلا لتعي  الرقا ا يدروجيلا اامل  لفعالية اانزيم.

 بزز  تراوحززتلتلفززة  ةدرجززات حززرار  فيقززدرت هعاليززة اانزززيم  تعزز  درجززة ايززرارة المللززك واللبززات ايززرارا ل نزززيم:3- 
   عند الرقا ا يدروجيلا اامل  للتفاع .    20 -80

 .(5)و اعت   Dubiose رر قة الماكورة من قب الي استخدا   ال ربوميدراتي:تقد ر ابتوا  4- 
حضرت محالي  كلور زدات  :دراسة تأون اا ويت الفلز ة وبع  ال واشف المنشرة والملبرة في هعالية اانزيم 5- 

ملززي مززولار، حضززن اانزززيم مززذ محاليزز  مززالى   5 - 50ال السززيو  والز بززو والنحززاو والصززودبو  بلهاكيززز تراوحززت بزز 
 التحلليزة المتبقيزة كنسزبة ميو زة مزن هعاليزة اانززيم غزن المعامز  دقيقزة ثم قزدرت الفعاليزة 30 دة لم  º37ال لور دات بدرجة 

 :كما حضرت محالي  ال واشف ااتية
Pepstatin A (1mM); 1, 10- phenanthroline (10mM); cysteine (10mM);   

Ethylene DiamineTetraacetic Acid ( EDTA) (2mM) ; 2-Mercaptoethanol 

(10mM); DiThioTheretol (DTT) (10 mM); Phenyl Methyl Sulphonil Fluoride 

(PMSF)( 1mM) ) ; Iodo Acetic Acid (IAA)( 0.1 mM) ;                     
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Soybean trypsin inhibitor(SBTI) (0.125- 0.250 mg/ml); 6-Amino Hexanoic 

Acid(6-AHA) (120mM).                                                                   
دقيقززة ثم قززدرت هعاليتزز  التحلليززة المتبقيززة كنسززبة ميو ززة مززن هعاليززة   30  مززدة º 37حضززن اانزززيم مززذ اباليزز  المززاكورة في 

 .اانزيم غن المعام 

 التتا ت والمناقشة

هقزة المعزولزة مزن  PMNمن نوع متعددة الاش ا  النوو ة  البي الد   كر ت  استخلص الانزيم الجا  من خ  
و عود السبب في دراسزة بروتييززات مزاا النزوع مزن الجز   ل و زا   Ficollال لية باستخدا  تقنية التدرك البي د  خ   ال

اذ بل ت اعزداد الجز   ازسزمية ال ليزة  ،عند اصابة الابقار بالتهاب الضرع البي تش   اكبر نسبة من اعداد خ   الد  
  3.5و610 4.2×هززا التهززاب مززرع مفتعزز  لاغززرات الدراسززة المعزولززة مززن حليززب ابقززار احززدف هي  PMNواعززداد

مززن اعززداد خزز   الززد   70%شزز لت اكلززر مززن   PMN شززن إلى أن خزز    مززااو مزز  حليززب علززك التززوا  /خليززة610×
ال لية وعند مقارنة مالى النتيجة مذ نتا ت دراسات سابقة أجر ت حزو  المومزوع  نفسز  وجزد أن مزالى النتيجزة تتفزو  البي 
طر قزة  (1) جزدو  لخص  .(19و اعت  ) Owen(، 17و اعت  ) Fox (7) ،Moussaouiو Kellyوجدلى مذ ما 

 التنقيززة وروااززا ونتا جهززا والززتي تضززمنت تركيززز الانزززيم الجززا  باسززتخدا  ملززح كبر تززات الامونيززو  بنسززب اشززباع تراوحززت 

ايزة ثم تلتهزا خرزوة اسزتخد  هيهزا المبزاد  اعرزت اعلزك هعاليزة انز   90% اتضح من النتا ت ان نسزبة الاشزباعو %90-20
( 1)شز   ونتيجزة  زالى الجرزوة مزن التنقيزة ي ايصزو  علزك عزدة قمزا بروتينيزة  DEAE- Cellulose الا وني السالب 

( مزولار  (0-1درك الملحزي بملزح كلور زد الصزود و رهزر قسزا منهزا في جززلم ال سز  والقسزا الاخزر في الاجززالم المسزلهدة بالتز
 Mehrazad وة مزن التنقيزة مزذ ماوجزدلى كز  مزنتتفزو نتيجزة مزالى الجرز.   من مالى القما اتلك هعالية انزايزةوكان البع
اللاان وجدا عند دراستهما لفعالية التحل  البروتيلا في مجنبا عزالو خز    ( 18و اعت  ) Moussaoui(، 15و اعت  )
PMN  ود الى عزهعاليزة للز  بزروتيلا عاليزة ت ناعان محليب ابقار مصابة بالتهاب الضرع المعزولة من Elastase بالدرجزة

بعد ان ي ايصو  علك العد د من القما البروتينية مزن خرزوة المبزاد  الا زوني  .بروتييزات اخرا بالدرجة اللانية الاولى والى
ليزة وجزدت في القمزا المفصزولة واتضزحت ان الفعا  Elastaseي البحث عزن هعاليزة    DEAE- Celluloseالسالب 

التنقيزة  خرزوت كانزت ايصزيلة الانزايزة وعزدد مزرات التنقيزة بعزدو   1)شز   (في جززلم ال سز  (22 -28) في الايبيزب 
 (.1جدو  )وا  مرة علك الت  3.20و 21.0% مي   DEAE- Celluloseبالمباد  الا وني السالب 
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المعزولززة مزن حليزب الضززرع   PMNخز    مزن مجززنبا عزالو Elastase ززوني لتنقيزة كرومزاتوكرافي التبزاد  اا :1شز   
سزززا  زززت الموازنزززة باسزززتخدا  DEAE-cellulose (2.4 ×(26المصزززاب، باسزززتخدا  عمزززود المبزززاد  ألا زززوني 

،اسزلهدت ااجززالم المرتبرزة بالمبزاد  بمحلزو  6.0مزولار ورقزا ميزدروجيلا  0.01محلو  الفوسفات الدارئ بلهكيزز 
مزز   36مزولار وبسزرعة جزر ن  0-1نفسز  وابتزوا علزك تراكيزز متدرجزة مزن كلور زد الصزود و  تراوحزت  ةلموازنزا
 م  للجزلم الواحد. 3ساعة وبواقذ /

 
 المعزولة من حليب ابقار احدف هيها التهاب مرع PMN    الجالمعزو  من  Elastase خروات تنقية :1 جدو   

ايجا  خروات التنقية
 (م )

الية الفع
 (م /وحدة)

تركيز البروت  
 (م /مل ا)

الفعالية النوعية 
 (مل ا/وحدة)

الفعالية 
ال لية 

 (وحدة )

عدد 
مرات 
 التنقية

ايصيلة الانزاية 
(%) 

 100 1 800 50.00 0.20 10.00 80 المستخلص الجا 

اللهسيب ب بر تات 
الامونيو  بنسبة 

 %90اشباع 

20 33.00 0.22 150.00 660 3.00 82.50 

التباد  الا وني 
 -DEAEالسالب 

cellulose 

21 8.00 0.05 160.00 168.00 3.20 21.00 

اللهشيح ا  مي 
SephadexG-

100 
12 12.10 0.03 403.33 145.2 8.06 18.15 

 

-PEGاكملززت خرززوة تنقيززة الانزززيم امززرار ابلززو  الانزاززي المنقززك مززن الجرززوة السززابقة بعززد د لزتزز  ثم تركيزززلى باسززتخدا  

ة هزهزرت قمزة بروتينيزة واحزدة وقمزة هعاليزة واحزدة متناسزق Sephadex G-100 في عمزود اللهشزيح ا  مزي 10000
  .علك التوا  8.06و % 18.15وكانت ايصيلة الانزاية وعدد مرات التنقية مي  2)ش  )معها 
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 زت   Elastaseلتنقيزة  سزا 2× 65ابعزاد  Sephadex G-100 كروماتوكراهيزا اللهشزيح ا  مزي في عمزود  :2شز   
علزك  احتزوا  6.0مزولار وبزرقا ميزدروجيلا  0.1 الموازنة والاسلهداد بمحلو  هوسفات الصود و  الدارئ بلهكيزز 

 .م  للجزلم الواحد 3ساعة بواقذ /م  21مولار كلور د الصود و  وبسرعة جر ن   0.2
 اختبار نقاوة الانزيم 

خز   مراحز  التنقيزة الى ان الانززيم الزاا  زت تنقيتز  علزك   Elastase لانززيم ال هربا ياشارت نتا ت اللهحي  
ة )مز   رقزا زات الملووززن البروتينززة مززلا ززا  حزاو  علزك كميزة قليلز  DEAE- Celluloseعمود المباد  الا وني السالب 

 Sephadex G-100 يح ا  مززي في عمزودسزتخدا  اللهشز( ولزوح  رهزور حزمزة بروتينيزة واحزدة بعززد اجزرالم التنقيزة با2
 .(3ش   )نقي ذلك دلي  علك ان الانزيم  د( واع3)م   رقا 

 
         3           2             1                                       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 المعزولة من حليب الضرع المصاب  PMNالمنقك من خ    Elastase: اللهحي  ال هربا ي انزيم 3ش  
 .المستخلص اانزاي الجا  1- في م   متعدد الاكر   اما د بوجود العوام  الماسخة للبروت  إذ ال :          
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اانزيم المسلهد بعد خروة اللهشيح 3- . (DEAE - Cellulose)بعد خروة التباد  اا وني بوساطةاانزيم المسلهد  2-
 .(Sephadex G -100 )طة ا  مي بوسا

 توصيف الانزيم 
 ازز ييتقد ر الوزن 

كمزا    4)شز  ( دالتزون 22500 برر قزة اللهشزيح ا  مزي هبل زت قيمتز   Elastase  لانزيمقدر الوزن ازز يي 
مزالى وجزالمت  ( 5شز  (دالتزون  23000 برر قزة اللهحيز  ال هربا زي ه زان ام ن ايجاد الوزن ازز يزي ل نززيم قيزد الدراسزة

المعزززو  مززن  Elastase لانزززيمالززوزن ازز يززي  لىا واشززارت( 20، 12، 11) وجززدت سززابقاً النتيجززة مززمن المززد ت الززتي 
  كيلودالتون   22-28ب مصادرلى المختلفة  لهاوح 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

اللهشيح ا  مي في برر قة  PMN المنقك من خ   Elastase لانزيم المنحنى القياسي لتقد ر الوزن ازز يي :4ش  
 .Sephadex G-100   عمود

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 برر قزززة اللهحيززز    PMNالمنقزززك مززن خززز   Elastaseالمنحززنى القياسزززي لتقززد ر الزززوزن ازز يززي  :5شزز             
 .بوجود العوام  الماسخة للبروت  ال هربا ي ذ   متعدد الاكر   اما د

 

 الية ووبات الانزيم تعي  الرقا ا يدروجيلا الامل  لفع
  وهقد الانزيم 8.0 مو  Elastase ان اهض  رقا ميدروجيلا لفعالية  (6)بينت النتا ت المومحة في الش  
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. تتواهو نتيجة مالى الدراسة مذ ما وجدلى (10.0و  4.0) % من هعاليت  عند الارقا  ا يدروجينية المتررهة80و  90
Mandle (11عند دراست  للرقا ا يدروج )  لانزيم يلا الامل Elastase   الرقا  ومقاربة الى 8.0البن ر سي والبال

 .(12)  7.5الب تنا والبال  Elastase لانزيم ا يدروجيلا الامل  
 
 
 
 
 
 
 
 

 .PMNالمعزو  من خ    Elastase منحنى الرقا ا يدروجيلا الامل  لفعالية  :6ش  
 

امتلك وباتا واسعا في مزدا مزن قزيا الارقزا   ا  ا يدروجينية المختلفة اذوبات الانزيم جالى الارق  (7)ش  و ومح 
الارقززا  في مززن هعاليتزز  التحلليززة عنززد حضززن    95 -100%بنسززبة اذ احززتف  الانزززيم  7.0- 9.0 قززذ بزز ا يدروجينيززة 

ا دراسززات سززابقة حززو  تي حززددا، و قززذ مززاا مززمن المززد ت الزز 37درجززة حززرارة  في دقيقززة 30ا يدروجينيزز  المززاكورة لمززدة 
تز  عنزد ارقزا  مزن هعالي 20% بنسزبة كما احزتف  الانززيم قيزد الدراسزة   12)،(10من مصادرلى المختلفة  Elastase  وبات

 . 6.0واق  من  9.0ميدروجينية اعلك من
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .PMN المعزو  من خ   Elastase منحنى الرقا ا يدروجيلا الامل  للبات  : 7ش  
 

 جة ايرارة المللك لفعالية الانزيم تعي  در 

جيلا الاملزز  لفعاليززة الانزززيم عنززد الززرقا ا يززدرو    40كانززت   Elastaseوجززد ان درجززة ايززرارة المللززك لفعاليززة 
مززن ان اعلززك هعاليززة Mehrazad (14 ،)Moussaoui (16 )ان مززالى النتيجززة تتواهززو مززذ ماوجززدلى .  8)  )شزز 

المعزولزة مزن حليزب ابقزار احزدف هيهزا التهزاب مزرع مفتعز     PMNعزالو خز    الموجزود في مجزنبا Elastase ارهرمزا 
 كزالك مقاربزة الى  (12)   40البن ر سزي والبال زة   Elastaseكزالك مشزاب  الى هعاليزة   º 45 – 40كانزت تقزذ بز  

Elastase     المعزو  من خPMN   22،(19   45المعزولة من د  الانسان والبال ة ). 
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 . PMNالمعزو  من خ    Elastaseمنحنى درجة ايرارة المللك لفعالية  :8ش   
 

  (30-50)رارا زدا حززي مززت هززان الانززيم   زون  بز  (9)ت ايرارا ل نزيم هزهر من الش  اما بالنسبة لللبا
انخفضززت بعززدما الفعاليززة   .دقيقززة 30لمززدة  ةايززرار  مززن حيززث احززتف  الانزززيم ب امزز  هعاليتزز  عنززد حضززن  بتلززك الززدرجات

انخفامززا تززدريجيا بززز دة درجززات ايززرارة وجززدر الاشززارة الى ان الانزززيم قيززد الدراسززة ل  لززبة بال امزز  عنززد درجززات ايززرارة 
دروجيلا المدروسززة وتعززد مززالى النتيجززة دلززي  علززك ان الانزززيم  بززدا وبززاتاً حززرار ً عاليززاً عنززدما ي قيززاو هعاليتزز  عنززد الززرقا ا يزز

عنزد معاملتز    80%و  º 55من هعاليتز  عنزد معاملتز  بدرحزة حزرارة   85%بنسبة اذ احتف  الانزيمل  لفعالية الانزيم الام
 30   لمزدة  º  80عند معاملتز  بدرجزة حزرارة  10%   وº  70عند معاملت  بدرجة حرارة   50%و   65بدرجة حرارة 

البسزلهة نززيم قيزد الدراسزة بدرجزة حزرارة  انز  لاا زن القضزالم علزك الا شزن الىمزاا و دقيقة للمعام ت ايرار ة السابقة كاهة 
صزنيذ الالبزان في اا الانزيم قزدر تعلزو الامزر بتذالسبب يجب ان  عار امتما  كبن  المستخدمة عادة في صناعة الالبان  و اا

 .الوقت ايا 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   دقيقززة في محلززو    30 لززدا حضززن  لمززدة   Elastaseتحلليززة لززز تأوززن درجززة المعاملززة ايرار ززة في الفعاليززة ال :9شزز  
 .8.0مولار برقا ميدروجيلا   0.01هوسفات الصود و  الدارئ 

 

  ابتوا ال ربوميدرتي ل نزيم
 Owenكز  مزن   وتتفو مالى النتيجة مذ ما ذكزرلىElastase    %20 لنسبة الميو ة للس ر ت في انزيمبل ت ا
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(19 ،)Shotton (20 ،)Starkey (21  )اشزززاروا الى ان  كمزززاElastase    مزززن مصزززادرلى المختلفزززة مزززو  مزززن النزززوع
 .ك   وبروت 

 تأون العوام  المنشرة والملبرة في هعالية الانزيم 
 -1,10و EDTA لملبرززة للبروتييزززات المعدنيززة ملزز ل  تززلور الانزززيم قيززد الدراسززة عنززد معاملتزز  بالعوامزز  ا

Phnanthrolinر الانزيم بالملبرات المتخصصة بالبروتييزات الاسزبار تية ايامضزية ملز  كالك ل  تاو Pepstatin–A 
 Mercaptoethanol ، Dithiotheritol ، Cysteine  لززوتييزززات السيسززتينية مولا بال واشززف الجاصززة بالبر 

ت المعدنيزة ولا الاسزبار تية  د  علك ان الانزيم قيد الدراسة لا  عزود الى مجموعزة البروتييززا مااو   Iodo Acetic Acidو
 ethyl( 2)جززدو   ةززات السن نيزززص بالبروتييزززولا السيسززتينية بزز  تلززبة الانزززيم بال امزز  عنززد معاملتزز  بالملززبة المتخصزز

sulfonyl floride (PMSF) بلهكيز(1mM)   ماا  د  علك ان الانزيم قيزد الدراسزة  عزود الى مجموعزة البروتييززات و
  0.250و  0.125بلهكيزز Soybean trypsin inhibitor (SBTI)الانزيم ل  تلبة بالملزبة  السن نية كما وجد ان

مل زززرا  الملزززبة المتخصزززص بالانززززا  السزززن ن  اللهبسززز  وال يموتربسززز  وكزززالك ل  تلزززبة بالملزززبة المتخصزززص بانززززيم  /مززز  
تمز  ان   ززون الانززيم قيززد اذا مززن اب  Amino Hexanoic Acid (6- AHA) -6الب زمز  السزن لا المسززمك

 .Elastaseالدراسة مو 
 

 بالتهاب  ةالمعزولة من حليب أبقار مصاب PMN تأون بع  ال واشف في هعالية الالاستيز المنقك من خ    :2جدو  
 الضرع            

 
 اللهكيز )ملي مولار( المادة ال يميا ية

 (%)الفعالية المتبقية 

 الالاستيز

 100 -  معام أنزيم غن

1 Pepstatin A 1mM 100 

 
PMSF 1mM 0 

6- AHA 120mM 100 

3 Iodo acetic acid 0.1mM 100 

 Soybeantrypsin inhibitor(SBTI) 

0.125 mg/ml 100 

0.250 mg/ml 100 

5 EDTA 2mM 100 

6 DTT 10mM 100 

7 1,10-Phenathroline 10mM 100 

8 2- Mercapto  ethanol 10mM 100 

9 Cysteine 10mM 100 

10 2CaCl 10mM 100 

11 2CaCl 50mM 100 

12 2CuCl 5mM 50 

14 2HgCl 2mM 112 

15 2HgCl 5mM 110 

17 NaCl 10mM 99 

18 NaCl 50mM 90 
 

 %10ب لور زد النحزاو و %50كما وجد ان الانزيم ل  تاور ب   من كلور د الز بو وال السيو  وتلبة بنسبة 
ومزن خز   دراسزة باقزي صزفات الانززيم منهزا صزافي الشزحنة الموجبزة الزتي يحملهزا والزتي جعلتز  لا زرتبة  . د الصزود و  ب لور 
  الا ززوني السززالب وكززالك مززن خزز   الززرقا ا يززدروجيلا الاملزز  ودرجززة ايززرارة المللززك والززوزن ازز يززي المرززابو جززدا دبالمبززا
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مززن حليززب ابقززار مصززابة بالتهززاب الضززرع ول ززن باسززتخدا  تقنيززات اخززرا المعزززو  في دراسززات سززابقة   Elastaseلانزززيم
ومززن مجمزز  مززالى الادلززة ا ززن القززو  ان الانزززيم المفصززو  مززن  Elisa لتلفززة ملزز  تقنيززة اللهحيزز  ال هربا ززي الممنززذ وتقنيززة

 .Elastaseابتم  ان   ون 
في خزز   الززد  البززي  مززن نززوع متعززددة ا هعاليززة للزز  بززروتيلا عاليززة ي تشخيصززه وجززودخلصززت الدراسززة الى ان  

المفصولة من حليب ابقار احدف هيها التهاب مرع مفتعز  ومزن خز   بعز  الاختبزارات اتضزح  PMNالاش ا  النوو ة 
والززاا امتززاز ب ونزز  مقززاو  للمعاملززة ايرار ززة الم اهيززة لعمليززة البسززلهة وان ملزز   Elastaseان مززالى الفعاليززة تعززود الى انزززيم 
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 

ELASTASE FROM LEUKOCYTES CELLS  

ISOLATED FROM MASTITIS MILK 
 

K. S. Doosh          A. M. A. Salih         K. A. Shaker  
 

ABSTRACT 
Elastase was isolated from polymorphonuclear leukocytes and purified by 

the Ion-exchange column Diethyl amino ethyl Cellulose (DEAE-Cellulose), 

followed by gel filtration on Sephadex G-100 column, purification folds and the 

enzyme yield was 8.06 and 18.15% respectively. The burity of obtained enzyme 

was tested by polyacrylamide gel electrophoresis with sodium dodecyle sulfate 

and indicated that it has been purified to homogeneity by giving a single band. 

The results of enzyme characterization showed that the molecular weights were 

22500 and 23000 Daltons as determined by gel filtration and electrophoresis in 

the presence of SDS .The optimum pH for the enzyme activity was 8.0 and was 

stable at pH values ranged between 7.0-9.0. The enzyme exhibited the maximum 

activity at 40ºC. The study of heat stability pointed out that the enzyme retained 

entire activity over 30 min. incubation at 30 - 50 Cº and remained active even 

when incubated at 20-80ºC. It was noticed that the addition of each of CaCl2, 

HgCl2 didn’t affect enzyme activity while CuCl2, NaCL reduced enzyme activity 

by 50 and 10 % respectively. However the other reagent which were specific 

inhibitors for cysteine, aspartic, metallo protease didn’t affect enzymo activity, 

mean while the enzyme completely inhibited by PMSF (specific serin protease 

inhibitor) so enzyme could be identify as serine proteases (Elastase). 
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