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Extraction and purification of bovine pancreatic Deoxyribonuclease I    
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  خلص :مستال
جُمِعَت عينات من البنكرياس البقري والغدة الزعترية للعجول من المجازر المحلية لاستخلاص 

على التوالي . وقد تم الحصول على  (DNA)) والمادة الاساس Deoxyribonuclease I  )DNaseIيمالانز
 3عياري من حامض الكبريتيك برقم ھيدروجيني  0.25المستخلص الانزيمي الخام باستخدام الماء المقطر المثلج و

بعض العوامل المؤثرة في فعالية  . حُدِدَت وحدة/مللتر 8500بفعالية انزيمية  م 5ساعة بدرجة حرارة  18ولمدة 
وحدة/مللتر من الانزيم و ساعة واحدة مدة تفاعل للانزيم مع مادته الاساس  17الانزيم الخام التي تضمنت استعمال 

. نقُيَ الانزيم باستخدام خطوات متتالية من الترسيب باستعمال كبريتات الامونيوم والتي اعطت عدد مرات تنقية 
وحدة / مللتر 2.7 %. اتصف الانزيم المنقى جزئيا بكونه فعالاً عند تركيز  6.35صيلة انزيمية بح  529.4مقدارھا 

دقيقة من زمن التفاعل وامتلك الانزيم ثباتاعًند رقم  30الغدة الزعترية بعد  DNA/ مللترمن  مايكروغرام 50و
    نزيم اعلى فعالية عند درجة حرارة أظھَرالاكما و  6.5ليته وكان الرقم الھيدروجيني الامثل لفعا 9ھيدروجيني 

ً كبيراً في الفعالية الانزيمية  م 50 . وكان لايونات المغنيسيوم والمنغنيز المضافة الى مزيج التفاعل تأثيراً تحفيزيا
ً واض ً قليلاً، بينما كان لايونات الزئبقيك والفضة تأثيراً تثبيطيا ً في مع امتلاك الكالسيوم والنحاسيك أثراً تحفيزيا حا

 Sodium (SDS)فعالية الانزيم . ثبطت فعالية الانزيم بوجود بعض العوامل المدنترة للبروتين والتي منھا  
dodecyl sulphate والعامل الكلاَّبي Ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA)  وبصورة شـبه

نول واليوريا مع احتفاظ الانزيم بفعاليته عند مركبتوايثا - 2كاملة عنـد معاملـته ببعـض العوامل المخـتزلة مثـل 
  .     Phenyl methyl sulphonyl floride (PMSF)وجود مادة

Abstract 
amples of bovine pancreatic and calf thymus glands were collected from local 
slaughterers to extract deoxyribonuclease I enzyme (DNase I) and DNA 

respectively. Crude extract was prepared by using cooled distilled water and 0.25 N 
sulfuric acid .This study show that the best condition for the crude extract activity 
was 17 U/ml and 1 hr. Incubated period reaction with its substrate.The bovine 
pancreatic DNase I was purified by several steps of precipitation using ammonium 
sulphate to 529.4 times, with an enzymes yield 6.35%. Enzyme characterization 
studies indicate that: it is active at 2.7 U/ml, and 50 µg /ml DNA after 30 min of 
reaction time, the enzyme activity was higher at pH 6.5 and it showed stability at pH 
9. The maximum enzyme activity was reported at 50 °C The results obtained from 
the role of metal ions (Mg+2, Mn+2) on enzyme activity indicate that these ions 
stimulated the enzyme activity while the Ca+2 and Cu+2 had lower stimulating 
activity on the enzyme but Ag+1 and Hg+2 showed inhibitory effect on enzyme 
activity. In addition the enzyme activity was inhibited by using denaturing Sodium 
dodecyl sulphate (SDS), chelating agents Ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA), 

S
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and reducing agents (2-Merceptoethanol and Urea) , and maintained it's activity 
when incubated  with Phenyl Methyl Sulphonyl Floride (PMSF) . 

  المقدمة 
المتضرراو دورھا المھم  DNAالـ  يزة بفعاليـتھا باصـلاحـ) من اھم الانزيمات المتـمNucleasesتعد النيوكلييزات (

فضلاً عن اضافة صفة مقاومة الفايروسات للعديد من  ]Digestive Enzyme  ]1الذي تلعبه كانزيمات ھاضمة 
العائدة للفايروسات من الطرائق  RNAأو  DNAالنباتات، حيث تعَُد انزيمات النيوكلييزات المحللة للمادة الوراثية 

البنكرياسي المحلل  DNaseIان اكتشاف انزيم الـ  .[2] يطرة على الامراض الفايروسية الواعدة التي تسھم في الس
ـزية والعديد مـن ـللحامض النووي منقوص الاوكسجين ودراسة تركيـبه البلوري فضلاً عن دراسة فعاليـته الحف

ً في مجـال بحـوث انزيمـات الـ   DNase Iاتصف الـ  . Nucleases [3]صـفاتـه المھـمة قـد حقـق تطوراً واسعـا
دالتون ، وھو  31000بانه بروتين سكري ذو وزن جزيئي  (Deoxyribonuclease EC 3.1.21.1)البنكرياسي 

 ′5 وإن ناتـج تحليـله للمادة الوراثيـة ھوالنيوكليوتيدات ذات طرف Endonucleasesمن انزيمات القطع الداخلي 
ثنائية الشحنة الموجبة لفعاليته الحفزية. يُفرَز الانزيم الى قناة الجھاز فضلاً عن حاجته الى الايونات ال، فوسفات 

الھضمي من الغدد ذات الافراز الخارجي مثل البنـكرياس مع الاشارة الى امتـلاك البنكرياس فعالية عالية للانزيم 
المحلية في ھذا المجال فقد ھدفت  ونظراً للتطبيقات المھمة والواسعة لھذا الانزيم ولقلة الدراسات .[4] المذكور سابقاً 

  ھذه الدراسة الى تحضير ھذا الانزيم من البنكرياس البقري ولتحقيق ھذا الھدف شملت الدراسة  :
  استخلاص الانزيم من البنكرياس البقري . .1
 تنقية الانزيم جزئياً باستخدام خطوات الترسيب بكبريتات الامونيوم . .2
  ية الانزيم المنقى جزئياً .تحديد بعض العوامل المؤثرة في فعال .3

  طرائق العمل   
  Collection of Pancreas Samplesجمع عينات البنكرياس البقري  

خصت في ش ، وبحالة طرية وطازجة وقد من المجازر المحليةكغم )  2.5جُمعت عينات من بنكرياس الأبقار( 
  . مختبرات كلية الطب البيطري/جامعة بغداد

  البنكرياسي   DNase Iجزئية للانزيمالاستخلاص والتنقية ال
ً للطريقة الموصوفة البنكرياسي  DNaseIتم الاستخلاص والتنقية الجزئية للأنزيم  من عينات البنكرياس البقري تبعـا

% 20باستخدام خطوات متتالية من الترسيب بملح كبريتات الامونيوم بدءاًَ◌ بنسبة التشبع  التي تتلخص [5]  مـن قبل
% ، مع تركيز المحلول الانزيمي في الخطوة الاخيرة بنسبة اشباع 50% ومن ثم الى 40التشبع الى وبرفع نسبة 

  % كبريتات الامونيوم .70
 Extraction and Purification of Calfإستخلاص وتنقية المادة الاساس (دنا الغدة الزعترية للعجل) 

Thymus DNA   
 Calf Thymus) من الغدة الزعترية للعجل (اقل من سنة) Chromosomal DNAأسُتخلص الدنا الكروموسومي (

gland [6]على وفقً الطريقة الموصوفة من قبل .  
 البنكرياسي  DNase I  نزيمطرائق قياس فعالية الا

  -ھما : البنكرياسي ،DNase I  الانزيماستعملت في ھذه الدراسه طريقتين لقياس فعالية 
 Kunitz Spectrophotometer assay of DNase Activity الضوئي  باستعمال المطياف   Kunitzطريقة 

نانوميتر عند  260إن الاساس العلمي لھذه الطريقة يعتمد على زيادة نسبة الامتصاص الضوئي على طول موجي 
، وتعرف وحدة الانزيم   DNase I) بفعل الانزيم DNAم، والناتج بسبب تحلل المادة الوراثية ( 25درجة حرارة 

ً لطريقة ت نانوميتر مقدارھا  260بانھا كمية الانزيم التي تسبب زيادة في الامتصاصية عند طول موجي  Kunitzبعا
  .  5م عند رقم ھيدروجيني  25/دقيقة في الامتصاص عند درجة حرارة 0.001
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    Gel assay of DNase I Activityطريقة الترحيل الكھربائي في ھلام الاكاروز

) DNAالتي تعتمد على متابعة تحلل المادة الاساس([7] الانزيم حسب الطريقة الموصوفة من قبل  قدرت فعالية
في مستخلصات البنكرياس البقري باستعمال الترحيل الكھربائي   Nase Iمايكروغرام/مللتر بفعل الانزيم  1بتركيز 

  لھلام الاكاروز.
  تقدير تركيز البروتين 

) لتقدير تركيز البروتين في نماذج الانزيم المستخلص والموصوفة Absolute Methodأسُتخدمت الطريقة المطلقة (
  . [8]من قبل 

  تحديد بعض العوامل المؤثرة على فعالية الانزيم الخام    
  تحديد التركيز الامثل للانزيم الخام 

، 42، 28، 17(شملت  مللتر) والتي وحدة/ 8500(ذات تركيز   DNase Iحضرت تراكيز مختلفة من الانزيم الخام 
  )DNAمللتر لتحديد التركيز الامثل للانزيم في تحليل المادة الاساس ( وحدة/ )850، 170، 85

  تحديد زمن التفاعل الامثل للانزيم الخام 
 5 ( حددت اوقات زمنية مختلفة لتفاعل الانزيم الخام مع مادته الاساس بعد تثبيت التراكيز المثلى لھما والتي تضمنت

  دقيقة لاجل اختيار الزمن الامثل للتفاعل الانزيمي  .)  60، 50، 40، 30، 20، 10،
 البنكرياسي المنقى جزئياً   DNase Iالعوامل المؤثرة في فعالية الانزيم 

  )DNAتعيين التركيز الامثل للمادة الاساس (
ً من البنكرياسالمنقى  DNase I) لفعالية إلانزيم DNAلتحديد التركيز الامثل للمادة الاساس ( ، حضرت  جزئيا

  مللتر. مايكروغرام/)  500، 200، 150، 100، 50، 20، 1،10( تراكيز مختلفة من المادة الاساس تضمنت 
  المنقى جزئياً   DNase Iتعيين زمن التفاعل المناسب للانزيم 

 DNase Iل الامثل للانزيم دقيقة  لتحديد زمن التفاع  45- 1اختبرت اوقات زمنية مختلفة للتفاعل الانزيمي شملت 
  المنقى جزئياً.

  تعيين الرقم الھيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم 
) لتحديد الرقم 9، 8، 6.5، 5، 4حضرت المادة الاساس (دنا الغدة الزعترية) بارقام ھيدروجينية مختلفة (

  ياس .المنقـى جزئـياً مـن البنكــر  DNase Iالھيدروجيني الامثل لفعالية الانزيم 
  تحديد الرقم الھيدروجيني الامثل لثبات الانزيم 

دقيقة وذلك  15م لمدة  35) في حمام مائي بدرجة حرارة 9، 8، 6.5، 5، 4حضر الانزيم بارقام ھيدروجينية مختلفة (
  ) من المحلول الانزيمي والمحاليل الدارئة ذات الارقام الھيدروجينية المختلفة.1:1بمزج حجوم متساوية (

  البنكرياسي  DNase Iين الدرجة الحرارية المثلى لفعالية الانزيم تعي
اجري التفاعل الانزيمي في درجات حرارية مختلفة شملت  DNase Iلتعيين الدرجة الحرارية المثلى لفعالية الانزيم 

  دقيقة. 30م لمدة ) 80، 70، 60، 50، 40، 30، (25
  البنكرياسي DNase Iتأثير بعض الاملاح في فعالية الانزيم  

) ملي مولار من محاليل بعض الايونات الثنائية التكافؤ التي شملت: كلوريد 40، 20، 10حضرت تراكيز مختلفة (
المغنيسيوم وكلوريد المنغنيز وكلوريد الكالسيوم وكلوريد الزئبقيك وكلوريد النحاسيك فضلاً عن كلوريد الفضة 

  . 6.5 روجيني مولار ورقم ھيد 0.1باستعمال داريء الفوسفات 
 تأثير بعض المركبات الكيميائية على فعالية الانزيم 

ً مع المحاليل المحضرة سابقاً بتراكيز نھائية   DNase Iمُزِجَ محلول الانزيم ملي مولار  20)، 10، 5(المنقى جزئيا
حضن المزيج ، ثم  PMSFملي مولار لمادة الـ )  10،  0.1 (و SDS% لمادة الـ )20 ، 10 (و EDTAلمادةالـ 

  دقيقة . 15م لمدة  35بدرجة حرارة 
  مركبتو ايثانول في فعالية الانزيم –2تأثير اليوريا و 
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  . [9]مركبتو ايثانول اعتماداً على الطريقة الموصوفة من قبل   –2حُضِرَ محلول اليوريا 
  النتائج والمناقشة  

  استخلاص المادة الاساس (دنا الغدة الزعترية للعجول) 
بامتلاكه تركيزاً  Calf Thymus DNA الحامض النووي منقوص الاوكسجين المعزول من الغدة الزعترية امتاز 

%  96المترسب بعد اضافة الكحول الاثيلي  DNA) يوضح الـ1) وشكل (1.85ملغم/مللتر ونقاوة جيدة ( 3مقداره 
كمادة اساس من قبل العديد من  الباحثين  المعزول من الغدة الزعترية DNA. واستخدم الـ   Spoolingاثناء عملية الـ

  .[ 10,5]  البنكرياسيDNase I لقياس فعالية الانزيم 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  spoolingفي اثناء   عملية الــ   ) (Calf Thymus DNA: دنا الغدة الزعترية  )1شكل (                            

  
  قريالخام من البنكرياس الب DNase Iاستخلاص الانزيم  

المستخلص من البنكرياس البقري وعند قياس فعالية الانزيم  DNase I)الى نتائج فعالية الانزيم 1يشير الجدول (
 85وحدة/مللتر والفعالية النوعية  8500وتركيز البروتين بلغت الفعالية الانزيمية   Gel assayالخام بطريقةالـ

، Parotid ، و  Pancreasالى ثلاثة انواع : DNase Iنزيم وقد تمت الاشارة الى تصنيف الا . وحدة/ملغم بروتين
, مع تميز نسيج البنكرياس  بناءا على توزيع تراكيز الانزيم في انسجة الكائنات الحية – Pancreas  Parotidوالـ

ختلفة ان مقارنة تراكيز الانزيم المذكور في الانسجة الم .DNase I البقري باحتوائة على فعالية عالية للانزيم 
والغدة النكفية يبين احتواء البنكرياس  للابقـار والمتضمنة البنكرياس والطحال والكبد والرئة والمعدة والغدة الزعترية

, فضلا عن الغدة النكفية ذات الفعالية العالية وبالعكس  وحدة/ملغم X 1300 103على فعالية نوعية عالية مقدرة بـ 
, مما حدا الى استعمال البنكرياس البقري في عملية [11] نخفـاض الفعالية الانزيمية مـن الانسجة الباقيـة المتميزة با

  في الدراسة الحالية . DNase Iاستخلاص الانزيم 
  تحديد بعض العوامل المؤثرة في فعالية الانزيم الخام 
 التركيز الامثل للانزيم الخام  

مايكروغرام/مللتر بصورة  5بتركيز DNAرة على تحليل الـ البنكرياسي الخام يمتلك القد DNaseIلوحظ ان الانزيم 
 ،4 ،3 ،2  ( المجال )2(مللتر كما موضح في شكل ، وحدة/مللتر 28).3، 5.42، 170،85، 850(كلية بالتراكيز 

بشكل جزئي عند امتلاكه  DNA) بينما يقوم بھضم وتحلل  الـ 1(المجال  غير المعامل بالانزيم DNA) قياسابًالـ 5،6
،  مللتر تركيزاً مناسبا للانزيم وحدة/  17ونتيجة لما ذكر سابقا تم اختيار الـ ) .7وحدة/ مللتر (المجال  17عالية  ف

مرة  500الكروموسومي  للغدة الزعترية بعد تخفيفة  DNAويتضح من ھذه النتائج كفاءة الانزيم العالية في ھضم الـ 
لتر ذو كفاءة مل مايكرغرام/ 01.0مللترالواحد من الانزيم غير المركزالى ان ال [12]، اذ اشار وحدة /مللتر )17 (

. كما ذكر deoxyribonucleate solution   المركز  DNAمحلول الـ Depolymerization عالية في فك بلمرة 
/مللتر وحدة  3.0البنكرياسي يمتلك فعالية عالية في تحلل المادة الاساس حتى بتركيز DNase II ان الانزيم  [13]

  . تحت ظروف التفاعل المثلى للانزيم المذكور
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  مايكروغرام /مليلتر غير معامل بلانزيم 5: نموذج الدنا بتركيز )1المجال رقم (  -
  وحدة /مللتر . 850: نموذج الدنا معامل بالانزيم الخام بتركيز  )2المجال رقم (  -
  وحدة/مللتر . 170 زيم الخام بتركيز: نموذج الدنا المعامل بالان )3المجال رقم (  -
  وحدة/مللتر . 85 : نموذج الدنا المعامل بالانزيم الخام بتركيز  )4المجال رقم (  -
  وحدة/مللتر 5·42 : نموذج الدنا المعامل بالانزيم الخام بتركيز  )5المجال رقم (  -
  وحدة/مللتر 3·28 : نموذج الدنا المعامل بالانزيم الخام بتركيز  )6المجال رقم (  -

 وحدة/مللتر .17  : نموذج الدنا المعامل بالانزيم الخام بتركيز ) 7المجال رقم (  -
  

  
  

  الترحيل الكھربائي لنواتج تفاعل الانزيم مع المادة الاساس(دنا الغدة الزعترية) لتحديد التركيز:)  2شكل (                       
  ساعة . 1.5فولت ولمدة  65% بفرق جھد  0.8الامثل لللانزيم الخام على ھلام الاكاروز بتركيز                                      

  
  زمن التفاعل الامثل لللانزيم الخام  

مايكروغرام/مللتر بعد  5وحدة/مللترعلى تحليل المادة الاساس بتركيز  17اظھرت النتائج قدرة الانزيم الخام بفعالية 
على التوالي) ,  8و 3المجال (3) (دقيقة شكل  60ن تحلله للمادة الاساس بعد مضي دقائق بشكل اقل م 10مضي

) بداية تحلل المادة الاساس بعد 2، ويبين المجال رقم ( )1وبالقياس مع حزمة الدنا غير المعامل بالانزيم (المجال
   ھو موضح في المجال  دقيقة كما) 40،50 ،30 ،(20 دقائق ، فضلا عن ظھور التحلل المتدرج بعد مضي  5مضي

، اذ اشار الى ان ازدياد مدة حضن الانزيم مع مادته [13] ، وھذا يتفق مع ماتوصل اليه  ) على التوالي6،7 ،5 ،4 (
دقيقة (المجال رقم  60الاساس يؤدي الى التحلل التدريجي لحزمة الدنا وصولاً الى التحلل الكلي بعد مضي اكثر من 

واصر الفوسفاتية ثنائية الاستر باكملھا وتكون النيوكليوتيدات المفردة التي لا تمتلك القدرة ) وھذا ناتج من تحلل الا8
على التوھج نتيجة عدم تداخل صبغة بروميد الاثيديوم بين القواعد النيتروجينية بعد ان كانت حزمةالدنا غير المعاملة 

الى الاشعة فوق البنفسجية بعد ترحيل النماذج  %8.0بالانزيم ذات توھج واضح عند تعريض ھلام الاكاروز بتركيز 
  .  السابقة كھربائيا

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  باوقات حضن مختلفة على ھلام الاكاروز   الترحيل الكھربائي لنواتج تفاعل الانزيم مع المادة الاساس(دنا الغدة الزعترية) :) 3شكل (       
  .ساعة  1.5ولت و  لمدة ف 65بفرق جھد %  8·0بتركيز                     

  
  
  

   7         6          5          4        3            2        1    

8       7       6     5    4         3        2        1 

 
  مايكروغرام/مليلتر غير معامل بالانزيم  . 5) : نموذج الدنا بتركيز1مجال رقم (ال  -
  . دقائق 5   ) : نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا / مدة الحضن 2المجال رفم (  -
  دقائق .  10) : نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا / مدة الحضن  3المجال رقم (  -
  دقيقة . 20  لانزيم مع الدنا / مدة الحضن ) : نموذج تفاعل ا4المجال رقم (  -
  دقيقة . 30: نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا / مدة  الحضن   )5المجال رقم (  -
  دقيقة .  40) : نموذج  تفاعل الانزيم مع الدنا / مدة الحضن 6المجال رقم (  -
  قيقة .د 50 ) : نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا / مدة الحضن  7المجال رقم (  -
 دقيقة .       60  ) : نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا / مدة الحضن  8المجال رقم (  -
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  البنكرياسي DNase Iتنقية الانزيم  

البنكرياسي خطوات متتالية من الترسيب باستعمال ملح كبريتات الامونيوم DNase Iتضمنت عملية تنقية الانزيم 
ملية كما مبين في بنسب اشباع مختلفة، وعند متابعة قيم الفعالية النوعية للانزيم المذكور للمراحل المختلفة من ھذه الع

  :) 1الجدول (
الحجم   خطوات التنقية

  (مللتر)
البرتين 

  (ملغم/مللتر)
الفعالية 

  (وحدة/مللتر)
الفعالية النوعية 

  (وحدة/ملغم)
الفعالية الكلية 

  x  105 (وحدة)
عدد مرات 
  التنقية

الحصيلة 
  الانزيمية  %

  مستخلص خام
(Crude Extract)  

1000 100 8500 85 85  1 100 

رسيب بكبريتات الامونيوم الت
  %30بنسبة اشباع 

115  10 11000 1100  12.65 12.9 14.88 

% بعد تعديل 30راسب الـ
الرقم الھيدروجيني للمحلول 

 pH=3. 2الانزيمي الى 
 37وحضن لمدة ساعة عند 

 0م

120 6.5  9000  1384.6 10.8 16.2 12.7 

الترسيب بكبريتات الامونيوم 
  % 70بنسبة اشباع  

20 0.6 27000  45000 5.4 529.4 6.35 

    

 وحدة/ 1100% فعالية نوعية مقدارھا 30يمكن ملاحظة امتلاك الانزيم في خطوة التشبع بكبريتات الامونيوم بنسبة  
. و بعد  % 14.88بحصيلة انزيمية  12.9، ولوحظ ان ھذه الخطوة قد اعطت عدد مرات تنقية مقدارھا  ملغم بروتين

وحضن لمدة ساعة عند  3.2% كبريتات الامونيوم الى 30جيني للمحلول الانزيمي المشبع بنسبة تغيير الرقم الھيدرو
وحدة/ملغم بروتين، مع الاشارة الى كون ھذه  1384.6، إمتلك الانزيم فعالية نوعية قدرت بـ  م 37درجة حرارة 

زَ المحلول الانزيمي في الخطوة رُكـِ  % . 12.7بحصيلة انزيمية  16.2الخطوة قد اعطت عدد مرات تنقية مقدارھا 
، و بلغ عدد  وحدة/ملغم بروتين 45000% كبريتات الامونيوم إذ ارتفعت فعاليته النوعية الى 70الاخيرة بنسبة اشباع 

. اعتمدت طريقة الترسيب بملح كبريتات الامونيوم والمعروفة  6.35مرة بحصيلة انزيمية   529.4مرات التنقية 
وبناءاً على النتائج الموضحة سابقاً   ، البنكرياسيDNase I لغرض تنقية الانزيم  (Salting-out)بالتمليح الخارجي 

تم التخلص من معظم المواد الملوثة لتحضيرات الانزيم الخام والمتضمنة الانزيمات المحللة للحامض النووي 
 [5]لمواد الدھنية. حيث أشار وا (Trypsin , Chymotrypsinogen)) والمحللة للبروتينات RNaseالرايبوزي (

% بكبريتات الامونيوم ضمن عملية الاستخلاص والتنقية الجزئية للانزيم المذكور  )20 – 40(الى أن نسبة التشبع 
 , Chymotrypsinogen , Trypsin)تساعد على فصل معظم البروتينات الموجودة في المستخلص البنكرياسي 

RNase)  عن الانزيمI DNase   أن تحضير الانزيم  [12]أكَد. كماI  DNase يتم ً البنكرياسي بصورة نقية جزئيا
% والتي نتج منھا  )20-40(بوساطة خطوات متدرجـة من الترسيب بكبريتـات الامونيوم التي تضمنت نسبة اشباع 

تضح من وي  . ملغم وحدة/ 10000% مع امتلاك الانزيم فعالية نوعية 28بحصيلة انزيمية  22عدد مرات تنقية 
بعد ساعة من الحضن  3.2% وتعديل الرقم الھيدروجيني الى 30النتائج الخاصة بخطوة الترسيب بكبريتات الامونيوم 

الى اھمية  [5]وھذا ما اشار اليه  م قد ساعدت على زيادة الفعالية النوعية وعدد مرات التنقية , 37بدرجة حرارة 
ً يؤدي الى التمسيخ الانتقائيحضن المستخلص الانزيمي في الظروف المذكورة    Selective Denaturationسابقا

 %70, فضلاً عن خطوات الترسيب اللاحقة وصولاً الى نسبة التشبع (Inert  Proteins)  لمعظم البروتينات الخاملة
  . التنقيةكبريتات الامونيوم التي أدت الى الحصول على انزيم منقى جزئياً مع زيادة الفعالية النوعية وعدد مرات 

  العوامل المؤثرة في فعالية الانزيم المنقى جزئياً 
  التركيز الامثل للمادة الاساس (دنا الغدة الزعترية)

بعد ترحيل نماذج التفاعل كھربائياً وبالمقارنة بنماذج السيطرة (دنا غير معامل بالانزيم) بالتراكيزالمطلوبة تبَينَّ قدرة 
) 16، 14، 12، 10، 8، 6، 4، 2 ( المجالات)   4حزم الدنا وكما موضح في شكل ( الانزيم المنقى جزئياً على تحليل
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 11، 9، 7، 5، 3، 1وبالعكس من حزم السيطرة التي يظھر توھجھا بصورة واضحة على ھلام الاكاروز (المجالات 
وبالامكان الاعتماد  عليه في  مللتر بكونه تركيزاً مناسباً لفعالية الانزيم المنقى مايكروغرام/ 50تم تحديد  . )15، 13،

التجارب اللاحقة لغرض متابعة التحلل الظاھر بشكل مسحات متتابعة بشدة توھجھا تحت الاشعة فوق البنفسجية فضلاً 
وتحتاج الى  DNAعن أن التراكيز العالية من المادة الاساس تؤثر في لزوجة مزيج التفاعل مؤدية الى اعاقة تحلل الـ 

الى إن تركيز المادة الاساس الامثل  [14] لايونات الثنائية التكافؤ المحفزة للتفاعل الانزيمي. أشار تراكيز أعلى من ا
مايكروغرام/مللترمع وجود تثبيط للفعالية الانزيمية  80ھو  Fibrobacterالمنقى من بكتيريا الـ   DNaseللانزيم 

 Serratiaقدرة انزيم  [15]من ذلك اوضح مايكروغرام/مللتر، وبالعكس 100عند استعمال تراكيز أعلى من 
nuclease  مايكروغرام/ مللتر لتميز الانزيم بامتلاكه جزيئة ثنائية  1000على تحلل التراكيز العالية والمتمثـلة بـ

لقياس DNA مايكروغرام/مللتر كتركيز مناسب من الـ  125باستعمال  [16]. كما قام Homodimer  متماثلة 
 1000البنكرياسي ، فضـلاً عن استعمال تراكيز مخـتلفة من المادة الاساس التي تراوحت بين DNase فعالية الانزيم 

مللتر مع الاشارة الى الاختـلاف في ظروف التفاعل من تراكيز نمـوذج الانزيـم والايونـات الثـنائية  مايكروغرام/ 1 -
 . [ 17]ركيز المستعمل التـكافو ومدة الحضـن لنمـوذج التفاعل والتي تكون مناسبة للت

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
   

  لھا على ھلام الاكاروز بتركيز   الامثل لتحديد التركيز الترحيل الكھربائي لنواتج تفاعل الانزيم المنقى جزئيا مع المادة الاساس :4 )شكل ( 
  ساعة   1.5فولت ولمدة    65% بفرق جھد8·0              

  
  البنكرياسي المنقى جزئياً  DNase Iزمن التفاعل الافضل للانزيم 

) ً  50وحدة/مللتر) مع مادته الاساس بتركز  54تم تعيين اوقات زمنية مختلفة لتفاعل الانزيم المنقى جزئيا
 6، 5، 4، 3، (2المجالات  )5كما موضح في شكل (  . دقيقة) 45، 30، 20، 10، 5، (1مايكروغرام/مللتر وشملت

وصولاً الى التحلل الشبه الكامل لتلك الحزمة وبالقياس مع  DNAل الجزئي لحزمة الـ ) والتي تظھر مراحل التحل7،
دقيقة مدة الحضن  30، وبناءاً على النتائج المبينة تم تعيين زمن التفاعل  ) 1 السيطرة (المجال DNAحزمة الـ 

دة بحيث تظھر تحلل تدريجي المناسبة لتفاعل الانزيم وذلك لقدرة الانزيم في ھذه المدة على التحلل بصورة جي
 DNAأن تحلل الـ  [18]أوضح   . ) لاجل المقارنة بين المعاملات المختلفة للأنزيم Smear( بشكل  DNAللـ

الى ان  DNAمع قطع من الـ  ( Oligonucleotidem) يحصل بمراحل متعددة والتي ينتج عنھا نيوكليوتيدات قليلة
  الى نيوكليوتيدات مفردة . DNAتحول قطع الـ يحصل ھنالك تحلل كامل والذي يؤدي الى 

  
  

16   15  14   13    12    11   10    9     8      7      6      5     4     3     2    1         

  
  ل بالانزيم .مايكروغرام / مللتر غير معام 500) : نموذج الدنا بتركيز  1المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر  معامل بالانزيم . 500) : نموذج الدنا بتركيز 2المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر غير معامل بالانزيم . 200) : نموذج الدنا بتركيز 3المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر معامل بالانزيم . 200نموذج الدنا بتركيز 4) : المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر غير معامل بالانزيم . 150) : نموذج الدنا بتركيز 5المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر معامل بالانزيم . 150نموذج الدنا بتركيز6) : المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر غير معامل بالانزيم . 100) : نموذج الدنا بتركيز 7المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر معامل بالانزيم . 100نموذج الدنا بتركيز8) : المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر غير معامل بالانزيم . 50) : نموذج الدنا بتركيز 9المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر معامل بالانزيم . 50نموذج الدنا بتركيز10) : المجال رقم (
  بالانزيم . مايكروغرام/ مللتر غير معامل 25) : نموذج الدنا بتركيز 11المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر معامل بالانزيم . 25) : نموذج الدنا بتركيز 12المجال رقم (
  معامل بالانزيم .  مايكروغرام/ مللترغير 10) : نموذج الدنا بتركيز 13المجال رقم (
  مايكروغرام/ مللتر معامل بالانزيم . 10) : نموذج الدنا بتركيز 14المجال رقم (
  معامل بالانزيم .  مايكروغرام/ مللترغير 1: نموذج الدنا بتركيز )15المجال رقم (

  . معامل بالانزيم  مايكروغرام/ مللتر 1) : نموذج الدنا بتركيز16المجال رقم (
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  مختلفة على هلام الاكاروز بتركيز  باوقات حضن الترحيل الكهربائي لنواتج تفاعل الانزيم المنقى جزئيا مع المادة الاساس(دنا الغدة الزعترية): )  5 شكل (      
  ساعة 1.5دة فولت ولم 65% بفرق جهد  8·0                       

  

  المنقى جزئياً  DNase Iالتركيز الامثل للانزيم 
كلياً عند معاملتھا بتراكيز  DNA) تحلل حزمة الـ 5، 4، 3، 2المجالات  6اوضحت النتائج المبينة في الشكل (

 5.4(اكيز مللتر على التوالي، والتحلل الجزئي لھذه الحزمة عند معاملتھا بتر وحدة/13.5 ) ، 27، 54، 270(انزيمية 
على التوالي مع الاخذ بنظر الاعتبار مقارنة ھذه  )8، 7، 6(مللتر والموضحة في المجالات  وحدة/ )2.7، 3.6،

ً فقد تم اختيار التركيز الانزيمي 1السيطرة (المجال DNAالنتائج مع حزمة الـ  ) واستناداً الى النتائج المذكورة سابقا
ً المادة الاساس . مللتر لاجراء التجارب اللا وحدة/ 2.7 حقة لكونه اقل تركيز من الانزيم يمكنه ان يھضم جزئيا

البنكرياسي لتحلل Deoxyribonuclease وحدة/مللتر من الانزيم القياسي  0.1 – 0.01استعملت تراكيز نھائية 
مللتر للـ  وحدة/ ) 0.05، 0.1، 0.2(، فضلاً عن استعمال تراكيز مقدرة بـ [19] المادة الاساس من الدنا البلازميدي

Fibrobacter  DNase A  لتحلل المـادة الاساس مـن الــ DNA [7]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
  جزئيا على ھلام الاكاروز   لتحديد التركيز الامثل من الانزيم المنقى  (دنا الغدة الزعترية)تفاعل الانزيم مع المادة الاساس: 6 )شكل ( 

  .ساعة  1.5فولت ولمدة  65 بفرق جھد% 8·0بتركيز                
  

 

  الرقم الھيدروجيني الامثل للفعالية
) 6 (المجال )7(بصورة شبه كلية الشكل  DNAنتيجة تحلل حزمة الـ  6.5ان الرقم الھيدروجيني الامثل للفعالية ھو 

 2(المجال )  5، (4) مع وجود فعالية قليلة للانزيم في الرقم الھيدروجيني 5وبالعكس من حزمة السيطرة (المجال 
ً بحزمة الـ 4و ) على التوالي ، فضلا عن ملاحظة انخفاض الفعالية الانزيمية 3و 1السيطرة (المجال  DNA) قياسا

مع نموذج السيطرة في المجال  DNA) عند قياس تحلل حزمة الـ 10و 8(المجال  9 )، (8عند الرقم الھيدروجيني 
  (pH-activity profiles)الية الانزيمية بارقام ھيدروجينية مختلفة ) على التوالي.وعند دراسة نمط الفع9، 7رقم (

7           6          5           4            3            2         1       

 
 مايكروغرام/مللتر  50نموذج الدنا غير معامل بالانزيم بتركيز  :(1) المجال رقم   -                     

 غير معامل بالانزيم .                        
 مدة الحضن دقيقة واحدة . : نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا / (2)المجال رقم   - 
 دقائق .  5مدة الحضن / :  نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا  (3)المجال رقم  - 
 دقائق .  10مدة الحضن : نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا / (4)المجال رقم   - 
 دقيقة . 20 مدة الحضن : نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا /  (5)المجال رقم  - 
 دقيقة . 30 مدة الحضن : نموذج تفاعل الانزيم مع الدنا /  (6)المجال رقم  - 
 دقيقة .  45مدة الحضن م مع الدنا /: نموذج تفاعل الانزي (7)المجال رقم   - 

 

     8        7         6       5       4       3       2       1       
  مللتر غير معامل بالانزيم . مايكروغرام/ 50نموذج الدنا بتركيز  : 1)المجال رقم (  -      
  مللتر . /ة وحد 270جزئيا  بتركيز   نموذج الدنا معامل بالانزيم المنقى : 2)المجال رقم (  -      
  مللتر . / وحدة 54نموذج الدنا معامل بالانزيم المنقى جزئيا  بتركيز   : 3)المجال رقم (  -      
  مللتر . / وحدة 27نموذج الدنا معامل بالانزيم المنقى جزئيا  بتركيز   : 4)المجال رقم (  -     

  مللتر  / وحدة 13·5 معامل بالانزيم المنقى جزئيا  بتركيز   نموذج الدنا : 5)المجال رقم (  -     
  . مللتر / وحدة 5·4 نموذج الدنا معامل بالانزيم المنقى جزئيا  بتركيز   : 6)المجال رقم (  -     
  مللتر . / وحدة 3·6 نموذج الدنا معامل بالانزيم المنقى جزئيا  بتركيز   : 7)المجال رقم (  -     
  مللتر . / وحدة 2·7 نموذج الدنا معامل بالانزيم المنقى جزئيا  بتركيز  :  8)مجال رقم (ال  -     
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مع امتلاكه اعلى فعالية عند الرقم  (Bell-shaped curves)تبين ان منحنى الفعالية كان اقرب الى الشكل الجرسي 
  .  [20])  6 - 7 (الھيدروجيني

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  الامثلل لفعالية الانزيم على ھلام الاكاروز  لغدة الزعترية) لتحديد الرقم الھيدروجينيتفاعل الانزيم مع المادة الاساس(دنا ا  :)7شكل (
  ساعة . 1.5فولت ولمدة  65% بفرق جھد  0.8بتركيز               

  
 الرقم الھيدروجيني الامثل للثباتية

إذ  8مع انخفاض طفيف عند الرقم الھيدروجيني  9لوحظ ان الانزيم احتفظ بكامل فعاليته عند الرقم الھيدروجيني  
%  58.8مع الاحتفاظ   بـ   5و 6.5% عند الرقم الھيدروجيني  64.7% من فعاليته، ثم انخفضت الى  91.7احتفظ بـ 

 Streptodornaseإن انزيم  [21]أشار   )  .8( وكما موضح في الشكل رقم 4من الفعالية عند الرقم الھيدروجيني 
قد احتفظ بكامل فعاليته في مدى يتراوح بين رقم  Streptomycesوالمستخلص من بكتريا الـ DNAـالمحلل لل

 . مع انخفاض في الفعالية المتبقية للانزيم عند الارقام الھيدروجينية الحامضية والقاعدية المتطرفة 8 - 9ھيدروجيني 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  البنكرياسي DNase Iالانزيم   في ثباتية4 – 9 ) ي () : تأثير قيم مختلفة من الرقم الھيدروجين  8كل (ش
 

  الدرجة الحرارية المثلى لفعالية الانزيم  
)، فضلا 5م (المجال  50) اظھرت النتائج إن اقصى فعالية للانزيم كانت عند درجة حرارة 9كما موضح في شكل (

 4، 3، 2م كما موضح في المجال رقم ( 70)، 60، 40، 30، 25(عن امتلاك الانزيم فعالية عند الدرجات الحرارية 
م  80) فقد لوحظ فيه انخفاضًا في الفعالية الانزيمية عند درجة حرارة 8) على التوالي، اما المجال رقم ( 7، 6،

الى ان الدرجة الحرارية المثلى لمعظم الانزيمات المحللة [21] بالمقارنة مع الدرجات الحرارية الاخرى. واشار 
بدرجة  Wheat nucleaseو Leishmania nuclease، مع تميز 0 ) م25-70تتراوح بين ( DNAداخلياً للـ 

م ھي الدرجة الحرارية المثلى لفعالية  25إن درجـة الحـرارة [7] م . بيَنََ 50 حرارية مثلى لفعاليتھما مقدرة بـ 
Fibrobacter DNase A تيريا أصلاً في معدة الحيوانات والتي تختلف عن الدرجة الحرارية التي تنمو بھا ھذه البك

  . in vitroوخارجه  in vivo، وھذا يعكس الفعالية الانزيمية المختلفة بين داخل الجسم الحي  0م 39المجترة 

              1    2     3        4    5      6     7     8    9     10  
 غير المعامل بالانزيم . 4) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني 1المجال رقم ( -
 معامل بالانزيم . 4) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني 2المجال رقم ( -
 غير المعامل بالانزيم . 5غدة الزعترية برقم ھيدروجيني ) : دنا ال3المجال رقم ( -
 معامل بالانزيم . 5) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني 4المجال رقم ( -
 غير المعامل بالانزيم .  5·6) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني5المجال رقم ( -
 معامل بالانزيم  .  5·6) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني 6المجال رقم ( -
 غير المعامل بالانزيم . 8) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني 7المجال رقم ( -
 معامل بالانزيم  . 8) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني 8المجال رقم ( -
 غير المعامل بالانزيم . 9) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني 9المجال رقم ( -
 معامل بالانزيم . 9) : دنا الغدة الزعترية برقم ھيدروجيني 10المجال رقم ( -

    7          6            5          4          3          2           
1



2010   العدد الاول  -المجلد الرابع                                 ة  (عدد خاص)             مجلة مركز بحوث التقنيات الاحيائي
 

 91

  
  
  
  
  
  
  
  
 

  م المنقى جزئيا على لفعالية الانزي الحرارية المثلى  تفاعل الانزيم مع المادة الاساس (دنا الغدة الزعترية ) لتعيين الدرجة : )9شكل (     
  ساعة . 1.5فولت ولمدة  65بفرق جھد   % 0.8ھلام الاكاروز بتركيز                  

  
  DNaseIتأثير بعض الاملاح في فعالية الانزيم 

اظھرت النتائج امتلاك ايونات المغنيسيوم والمنغنيز أعلى فعل تحفيزي، إذ لوحظ ھضم واضح لمادة التفاعل عند 
) 7، 6، 5، 4، 3، 2(المجالات 1) 0 (لايونات في محلول التفاعل الانزيمي مع المادة الاساس شكلإضافة ھذه ا

) .كما لوحظ امتلاك الكالسيوم فعل تحفيزي اقل من المغنيسيوم  1السيطرة (المجال رقم  DNAمقارنةً مع نموذج الـ 
لتوالي بينما  انخفض ھذا الفعل التحفيزي بشكل ) على ا 9، 8ملي مولار (المجالان  20)، 10(والمنغنيزعند التراكيز 

كذلك كان تأثير ايونات النحاس على  ملي مولار 40) عند تركيز 10(المجال DNA واضح جداً في تحلل حزمة الـ 
، كما لوحظ تثبيط في فعالية الانزيم  )13، 12، 11فعالية الانزيم قليلا مقارنة ًبتاثيرأيونات المغنيسيوم (المجالات 

على التوالي ,  16)، 15، 14ملي مولار من كلوريد الفضة (المجالات  )40، 20، (10رة تدريجيةعند التراكيزبصو
 18، (17فضلاً عن التثبيط التام لفعالية الانزيم عند ھذه التراكيز من كلوريد الزئبق والموضحة في المجالات المرقمة 

ً مع المعاملات الاخرى ) 19، المعدنية في فعالية الانزيمات بطرائق مختلفة ، فھي تتقبل او  تؤثر الايونات  . قياسا
، (Nucleophiles) ) او مواد محبة للنواة  Electrophilesتمنح الالكترونات لتنشيط مواد محبة لللالكترونات (

لك تقوم بربط ويتم ذلك حتى في المحاليل المتعادلة كما يمكن ان تقوم ھي ايضاً بوظيفة تلك المواد نفسھا، فضلاً عن ذ
  . Co-ordinate bonds [22]الانزيم والمادة الاساس سويةً باواصر تناسقية 

  
19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6  5  4  3  2  1   

  
  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  

  تأثير بعض المركبات الكيميائية على فعالية الانزيم
 SDSجود بعض المركبات الكيميائية التي شملت مادة الـ ) تأثر فعالية الانزيم بو11توضح النتائج المبينة في شكل (

 ) 10، 5 (بتراكيز EDTAملي مولار، فضلاً عن  الـ  10)، 0.1(بتركيز  PMSF % والـ )20، 10(بتركيزين 

  
  /مللتر غير المعامل بالانزيم .مايكروغرام 50) : دنا الغدة الزعترية بتركيز 1المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد المغنيسيوم . 10: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  2)المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد المغنيسيوم . 20: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  3)المجال رقم (  - 
  كلوريد المغنيسيوم .ملي مولار  40: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  4)المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد المنغنيز . 10: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  5)المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد المنغنيز . 20: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  6)المجال رقم (  - 
  ز .ملي مولار كلوريد المنغني 40: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  7)المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد الكالسيوم . 10: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  8)المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد الكالسيوم. 20: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  9)المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد الكالسيوم. 40: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  10)المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد النحاس . 10: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  11)رقم ( المجال  - 
  ملي مولار كلوريد النحاس . 20: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  12)المجال رقم (  - 
  ملي مولار كلوريد النحاس . 40: التفاعل الانزيمي مضافا اليه  13)المجال رقم (  - 

  ملي مولار كلوريد الفضة . 10الانزيمي مضافا اليه  : التفاعل 14)المجال رقم ( -

9       8          7        6         5         4           3         2         1                 
9           8           7         6           5           4               3         2         1        

مايكروغرام/مللتر غير   50ز دنا الغدة الزعترية  بتركي :) 1المجال رقم ( -
 المعامل بالانزيم 

 م . 25) : التفاعل الانزيمي بدرجة حرارة 2المجال رقم ( -
 م . 30) : التفاعل الانزيمي بدرجة حرارة 3المجال رقم ( -
 م . 40) : التفاعل الانزيمي بدرجة حرارة 4المجال رقم ( -
 م . 50) : التفاعل الانزيمي بدرجة حرارة 5المجال رقم ( -
 م . 60) : التفاعل الانزيمي بدرجة حرارة  6المجال رقم ( -
 م . 70) : التفاعل الانزيمي بدرجة حرارة 7المجال رقم ( -
 م . 80) : التفاعل الانزيمي بدرجة حرارة 8المجال رقم ( -
مايكروغرام/مللتر غير   50) : دنا الغدة الزعترية  بتركيز 9المجال رقم ( -

 المعامل بالانزيم 

  س (دنا الغدة الزعترية )  بوجود تراكيزمختلفة لمحاليل بعضالترحيل الكھربائي لنواتج تفاعل الانزيم مع المادة الاسا  :)10شكل (
  ساعة . 1.5فولت و لمدة  65%  بفرق جھد  8.0الايونات على ھلام الاكاروز بتركيز                 
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% 10بتراكيز  SDSالبنكرياسي عند حضنه مع مادة الـ  DNase Iفقد لوحظ انخفاض فعالية الانزيم   ، ملي مولار
والتي تمثل الانزيم  )3، 2 (حظة عدم تحلل المادة الاساس بصورة جيدة عند مقارنة المجال رقم% من ملا20و

 (1غير المعامل بالانزيم المجالان رقم  DNA%على التوالي مع حزمة االـ 20% و10بتراكيز  SDSالمعامل بالـ 
ملي مولار لھذه  0.1فعاليته عند تركيزاحتفاظ الانزيم ب PMSFالـ  بينما أظھرت نتائج معاملة الانزيم بمادة ,  )9،

. أ ن استعمال العامل   PMSFملي مولار من الـ 10) ، مع حصول انخفاض في فعاليته عند وجود 4المادة (المجال 
فكان له تأثيراً مثبطاً واضحاً في فعالية الانزيم، إذ تبين تأثيره في انخفاض الفعالية الانزيمية بوجود  EDTAالكلابّي 

ملي مولار من ھذه المادة  20) وتثبيط شبه كامل عند استعمال 7، 6ملي مولار من ھذه المادة (المجال 10و 5
على الانزيم   SDSالـ  دُرس تأثير مادة  السيطرة ، DNA) عند مقارنة ھذه النـتائج مع حزمة الـ 8 (المجال 

DNase I  عال بعد حضنه مع الـ ووجد إن الانزيم يصبح غير ف [23]البنكرياسي من قبل الباحثSDS  بتركيز
فكان لغرض المحافظة على  PMSFأما استعمال مادة الـ   . م 45% لمدة ساعـة واحدة وبدرجة حرارة 0.025

الفعالية الانزيـمية من التثبيـط بوساطة انزيمات البروتييزات الموجودة في مستحضرات الانزيم المنقى جزئياً،حيث 
وھذا ما جاء مطابقاً لما استعملته عدد   ، ملي مولار 0.1لية الانزيم عند استعمالھا بتركيز حافظت ھذه المـادة على فعا

وبالتركـيز المذكور سابقاً قبل عملية تنقيته او استعمال مادة  PMSFمن الدراسات بحضن نموذج الانزيـم مع مادة الـ 
ت السيرينية الملوثة للمستحضرات الانزيمية الخـام وذلك لتميزھاتين المادتين بقدرتھما على تثبيط البروتييزا DFPالـ

. تبين من  [32]للانزيم البنكرياسـي فضلاً عن عدد من النيوكلييزات غـير المعتمدة على السيرين في الموقع الفعال 
عمل ھذه العامل الكلابّي من حيث تأثيره المثبط في فعالية الانزيم حيث ت EDTAالنتائج الموضحة سابقاً دور مادة الـ 

المادة على تكوين معقدات قوية مع اغـلب الايونات الموجية ثنائية التكافؤ ويعتمد تثبيط الانزيم بھذه المادة على ثباتية 
الانزيم فقد وجد أن عدداً كثيراً مـن  -المعقد المتكون بينـھا وبين الايون المعدني مقارنة بثباتـية معقد الايون المعدني

، وبالعكس مـن انزيمات  EDTAوساطة الايونات الثنائية التكافؤ وھي بذلك تكون حساسة   للـ النيوكلييزات تحفز ب
DNaseII  ملـي مولار   5التي تحتفظ بكامل فعاليتھا عند المعاملة بـEDTA   اوEGTA  لعدم اعتمادھا على

  . [21]هـالايونات المعدنيـة في تحـفيز فعاليت
  
  
  
  
  
  
  
  

من   الترحيل الكھربائي لنواتج تفاعل الانزيم مع المادة الاساس (دنا الغدة الزعترية ) بوجود تراكيز مختلفة :) 11ل (شك                  
  ساعة . 1.5فولت ولمد ة  65% بفرق جھد  8.0بعض المركبات الكيميائية على ھلام الاكاروز بتركيز 

  
  مركبتوايثانول - 2تأثير مادة اليوريا و 

البنكرياسي المعامل باحجام مختلفة من   I  DNase) انخفاض في فعالية الانزيم 12لمبينة في شكل (أظھرت النتائج ا
) قياساً بحزمة الـ 2-7في المجال رقم ( DNAحيث لوحظ عدم تحلل حزمة الـ ، مركبتوايثانول  - 2محلول اليوريا و

DNA  مركبتو ايثانول واليوريا بكسر  - 2مثل   الـ  ). تقوم العوامل المختزلة8، 1غير المعامل بالانزيم (المجالان
التي تتكون بين ثمالتين من السستايين تحت ظروف مؤكسـدة مما يؤدي الى فك التفاف  S-Sالاصرة الثنائيـة الكبريت 

والتي تتأثر عند وجود S-S جزيئة الانزيـم وانخفاض فعالية الانزيم و ھذا دليل على احتواءه أواصـر من نـوع الـ 
-S البنكرياسـي على آصرتي   DNase، وھذا ما اكدته الادبيات العلمية من احتواء الانزيم  عوامل المختزلةال
S[25]الاخرى غير ضروريةو احداھـما ضرورية لفعاليـة الانزيم  .  
  

 مايكروغرام/مللتر غبر المعامل بالانزيم . 50) : دنا الغدة الزعترية بتركيز 1المجال رقم ( -    9       8          7      6          5         4       3           2       1
 % .10 بتركيز  SDSلية الانزيم المتبقية بعد معاملته بمادة الـ ) : فعا2المجال رقم ( -
 % .20بتركيز  SDS) : فعالية الانزيم المتبقية بعد معاملته بمادة الـ 3المجال رقم ( -
 ملي مولار . 0.1بتركيز  PMSF) : فعالية الانزيم المتبقية بعد معاملته بمادة الـ 4المجال رقم ( -
 ملي مولار . 10بتركيز  PMSFالانزيم المتبقية بعد معاملته بمادة الـ ) : فعالية 5المجال رقم ( -
 ملي مولار . 5بتركيز  EDTA) : فعالية الانزيم المتبقية بعد معاملته بمادة الـ 6المجال رقم ( -
 ملي مولار . 10بتركيز  EDTA) : فعالية الانزيم المتبقية بعد معاملته بمادة الـ 7المجال رقم ( -
 ملي مولار . 20بتركيز  EDTA) : فعالية الانزيم المتبقية بعد معاملته بمادة الـ 8(المجال رقم  -
 مايكروغرام/مللتر غبر المعامل بالانزيم . 50) : دنا الغدة الزعترية بتركيز 9المجال رقم ( -
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  الغدة الزعترية) بوجود احجام مختلفةالترحيل الكھربائي لنواتج تفاعل الانزيم المنقى جزئيا مع المادة الاساس (دنا  :) 12 شكل ( 
  ساعة. 1.5فولت ولمدة  65% بفرق جھد  8.0 مركبتوايثانول على ھلام الاكاروز بتركيز 2 -من محلول اليوريا 
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