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ر ھام بدوPeptidyl dipeptide hydrolaseأ و Iیقوم أنزیم تحویل الأنجیوتنسین 
إلى مركب Iلدوستیرون، و ذلك  بتحویل الأنجیوتنسین أ-نجیوتنسین أ-في النظام رینین

كما یساھمة،الدموی. الذي یمتلك فعالیة كبیرة في تقلص الأوعیة Iنفعال و ھو الأنجیوتنسی
ى أدواره وھو ھرمون یحث على إنتاج الألدوسترون بالإضافة إلIIIفي تشكل الأنجیوتنسین

نصر عھو جلیكوبروتین یتكون من سلسلة ببتیدیة واحدة. یضم ECAIالمتعددة الأخرى. 
.الزنك في مركزه الفعال

بإستخدام Wistarمن رئة الفأرIأنزیم تحویل الأنجیوتنسینث إلى تنقیة یھدف ھذا البح
من حھة نزیمیةالأبیوكیمیائیة وخصائصة الدراسـةمن جھة وتقنیات الكروماتوغرافیا

الإستخلاص بإستعمال منظف غیر أیوني :وذلك أنطلاقا من المستخلص الرئوي أخرى.  
Nonidet P-40ا التبادل الأیوني على ھلامة ثم تطبیق كروماتوغرافیDEAE -
Spherodex M كروماتوغرافیا الألفة على ھلامة ،Sepharose وذلك بإستخدام مثبط

MK-521/ Sepharose) مثبت على الھلامة ((Lisinopril MK-521نوعي للأنزیم 
CL-4Bوالمردودیة ) . حیث وصل النشاط الأنزیمي النوعيU/mg11.97 و

الترتیب. كما تبین نتائج الھجرة الكھربائیة على ھلامة الأكریلامید على214.643
(PAGE- SDS) .وجود شریط واحد مما یدل على نقاوة الأنزیم مع وجود بعض الشوائب

على HPLCوالتي تم التخلص منھا بتطبیق تقنیة كروماتوغرافیا السائل ذات الأداء العالي
معتبرة و والمردودیة وبكیفیةلأنزیمي النوعي حیث أزداد النشاط اSuperose 12ھلامة
الترتیب مع ظھور شریط واحد فقط على ھلامة على596.96و U/mg33.43بلغ  

الھجرة الكھربائیة. تم تقدیر تأثیر بعض المثبطات على نشاط الأنزیم حیث یمتلك 
Enalaprilate مرات قدرة 4قدرة تثبیط تفوق بـLisinopril أماEDTAلك قدرة فیمت

تثبیط ضعیفة بإعتباره مثبط غیر نوعي مقارنة بالمثبطین السابقین. تم تعیین كذلك الوزن 
أنزیم بینت ھذه الدراسة على إمكانیة  تنقیة دالتون.  170000الجزیئي للأنزیم  والذي  بلغ 

.بإستخدام تقنیات الكروماتوغرافیاWistarمن رئة الفأرIتحویل الأنجیوتنسین

Abstract
The angiotensin I - converting enzyme (ACE), or peptidyldipeptide

hydrolase (EC. 3.4.15.1), is an enzyme, which plays an important
role in the renine- angiotensin- aldosterone system. In other words,
this enzyme transfers the angiotensin I to the angiotensin II. The
latter has a high capacity and effeteness in the concentration of blood
vessels and it contributes in the formation of angiotensin III.
Angiotensin II stimulate also the production of aldosterone hormone.
In addition, the previous enzyme has a number of other different
functions. ECA I is a glycoprotein, contains one peptide chain and
zinc element in its active site.
This research aims to purify the angiotensin I-converting enzyme
(ACE) from the lungs of Wistar rats using chromatography
techniques on one hand, and to study its biochemical and enzymatic
properties on the other. Starting from the lung extract : the
purification was dependent on the extraction by a nonionic detergent
(Nonidet P-40) and the utilization of DEAE- spherodex M in ion
exchange chromatography. However, the sepharose was used in the
affinity chromatography with lisinopril (MK-521) as a specific
inhibitor, which was bounded to the MK-521 sepharose CL-4B. the
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result indicates that the specific enzyme activity and the yield was
11.97 u/mg and 214.643 u/mg respectively. On the other hand, the
polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl
sulfate (PAGE-SDS) resulted in only a single band, which indicates
for the purity of the enzyme and a few contaminants substances. The
later can be excluded by the application of HPLC on gel filtration
superose 12. In which there was an increase of specific enzyme
activity and the yield in considerable quantity : 33.42u/mg and
596.96u/mg respectively and the appearance of one band by the
polyacrylamide electrophoresis. In this investigation was also
measured the effect of some inhibitors on enzyme activity. The
findings indicated also that enalaprilate inhibitor has capacity four
times of lisinopril whereas EDTA has a weak inhibition. In other
words, EDTA is not a specific an inhibitor. The enzyme presents a
molecular weight of 170000.

Corresponding Author: mmessarahdz@yahoo.fr

مقدمة
عبارة عن ھوKininase II. یسمى كذلك Peptidyl dipeptide hydrolase] أو I )ECAI] (3.4.15.1E.Cالأنجیوتنسین نزیم تحویل 

dipeptidyl carboxypeptidaseیتواجد بكمیات كبیرة في الخلایا البطانیة .Endothélialesفي قشرة الرئة وكذلك المكونة للشعیرات الدمویة، و
یقوم نجیوتنسین، حیثأ–ن دور كبیر في النظام رینیECAیلعب. [1]على مستوى خلایا الأنابیب المجاورة للكلیة وبكمیات متغیرة في الأنسجة الأخرى

.Vasoconstrictionفي تقلص الأوعیة الدمویةقدرة كبیرةلھ IIإلى مركب فعال وھو الأنجیوتنسین Iبتحویل الأنجیوتنسین  [5-2]

، وھو IIجیوتنسین Iینقسم أنجیوتنسین 
بتنبیھ IIبتقلُّص عضلات جدران الشرایین الصغیرة (الشُّرینات) وارتفاع ضغط الدم.كا یقوم أنجیوتنسین IIیتسبَّب الأنجیوتنسین .ھرمون شدید الفعالیة

یؤدي الألدوستیرون.دَّة النُّخامِیَّةتحریر ھرمون الألدوستیرون من الغدةّ الكظریة، والفازوبریسین  (الھرمون المضاد لإدرار البول) من الغُ 
Aldosteroneإلى احتباس الصودیوم (الملح) من قبل الكلى.كما یؤدي الألدوستیرون إلى طرح البوتاسیوم عن طریق الكلى.تؤدي زیادة فازوبریسینوال

[6-9] .الصودیوم إلى احتباس الماء، ومن ثمّ زیادة حجم وضغط الدَّم
كیب المركز الفعال للأنزیم یسمح ن معرفة تروبالتالي فإ.[10-11]في مركزه الفعال++Znجلیكوبروتین یضم عنصر ارة عنعبھو ECAفأنزیم 

زمي كدلیل على البلاECAكما یستخدم تقدیر نشاط ،Hypertensionبتركیب مثبطات نوعیة تستخدم بشكل واسع في معالجة ارتفاع الضغط الدموي
سم، وفي معظمجزء من الجوھو مرض مناعى یسبب نمو التجمعات الدقیقة للخلایا الالتھابیة أو الأورام الحُبیبیة في أيّ Sacroïdoseالإصابة بمرض

[12-15] .الأخرى الحالات یصیب الرئتین والعقد اللمفاویة لكنھ یمكن أن یؤثر أیضًا في العینین والجلد والقلب والأعضاء 

، قمنا بتنقیة الأنزیم من رئة الفأر وذلك بھدف معرفة خواصھ الفیزیوكیمیائیة والأنزیمیة، فبعد سحق ECAقوم بھنظرا للدور الھام الذي ی
-DEAEتطبق المراحل الكروماتوغرافیة بدءا بكروماتوغرافیا التبادل الأیوني على ھلامة ،الأنسجة الرئویة والحصول على الھموجینات

SpherodexMعلى ، كروماتوغرافیا الألفةSepharose CL- 4B/MK في Superose 12وأخیرا الترشیح الجزیئي على ھلامة 521-
.)HPLCكروماتوغرافیا السائل ذات الأداء العالي(

I- المواد والطرق المستعملة
I-1-أستخلاص الأنزیم

Albinoاستعملت في ھذا البحث فئران ذكور من سلالة  Wistarر العاصمة، فبعد نزع الرئتین تنظف من الدم جلبت من معھد باستور بالجزائ
بنسبة H=7.5p(M0.014OP2KHثم تجزأ إلى قطع صغیرة وتوضع في محلول منظم (NaCl 0.5Mوالأنسجة الرابطة، وتغسل بكمیة مناسبة من 

5ml 1لكلg) من الرئة. بعدھا یطحن مزیج الأنسجة الرئویة في جھاز كھربائيRHG. RHEMA- LABORTECHNIK(. یعالج الخلیط
+، C°4سا على درجة حرارة 18لمدة المزیجسا ثم یترك2% تحت الرج الدائري لمدة 2بتركیز Nonidet P-40المتحصل علیھ بمنظف غیر أیوني 

) C°4د ، 30دقیقة، دورة/ 6000(بواسطة عملیة الطرد المركزي یفصل الأنزیم المذاب على البقایا الأخرى عن طریق الترشیح على ورق سلیلوزي ثم 
0.01M4OP2KHضد المحلول المنظم المستخدم في كروماتوغرافیا التبادل الأیونيdialyseوتجرى عملیة التناضح rnageantSu. یؤخذ الرائق 

(pH=7.5)
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I-2-تقدیر كمیة البروتین
,.et alقدرت كمـیة البروتین باستعمـال طـریقة  (1978)Markwell[16]من طـریـقة ـةالمشـتقet al., (1951)Lowry[17] والتي

-Nonidet Pالكیمیائیة التي یسببھا المنظف interferencesتسمح بإزالة التداخلات  40)Merck( المستخدم في إذابة البروتینات الغشائیة، یستخدم
) في انجاز منحنى المعایرة.BSA )sigmaمصل ألبومین العجل 

I-3-ـتقدیر نشاط الECA
طریقة اللمعان الحیوي-أ

,المقترحة من طرف (1976)Friedland and Silverstein[18] حیث یقومECA بتحلیل المركبHHL)Hippurryl- L-
histidyl- L- Leucine إلى ثنـائي الببتیـد (L-histidyl- L- Leucine و حمضHippurique الذي یتفاعل معOrthophtadialdelydeمما

Excitationموجة الحث (طولیؤدي إلى ظھور اللون الأصفر اللامع ( المتألق). تقاس شدة الكثافة الضوئیة بإستعمال مصباح الأشعة فوق البنفسجیة 
).Perkin Elmer( Fluorimètreنانومتر) على جھاز 365

الطریقة السبكتروفوتومتریة-ب
and Cheng[19]وضعت ھذه الطریقة من قبل Cushman. طرفوالتي تم تطویرھا من, [20] (1989) Baudinیعبرعلى حیث

pH= 8.30و C°37المتكونة في الدقیقة على درجة حرارة Hippurate) وھي تقابل عدد النانومولات من حمض u/mlبـ (ECAالنشاط الأنزیمي لـ 
HHLي یعبر عنھ بوحدة والذECAبروتین یتم حساب النشاط الأنزیمي النوعي لـبعد تقدیر النشاط الأنزیمي وكمیة المن المحلول الأنزیمي.1mlلكل 
.)u/mgبروتین (mg1لكل 

II- :تم تنقیة أزیم مراحل التنقیةECA(1985)طریقة بإستعمالBull et al.,[21](1991)من قبل ا والتي تم تعدیلھBaudin et al.,[14] .
بإتباع المراحل الآتیة:وذلك 

II-4-1-لامة كروماتوغرافیا التبادل ألیوني على ھSpherodex M
-Spherodex MDEAE)IBFاستخدمت ھلامة  Biotechnics وھو مبادل أنیوني (Anion exchange.) 30فبعد موازنة العمودx 3

cm 0.01) بمحلول الفوسفات المنظمM4PO2KH 90وبمعدل سریان مقدارهml/hالعمود وبعد تثبیتھا على الھلامة یغسل العمود ، تمرر العینة على
280على طول موجة ضوئیة 0.05حتى تصل شدة الامتصاص الضوئي أقل من ،أضعاف حجمھ بمحلول الفوسفات المنظم3الكروماتوغرافي بنسبة 

25mlثم تجمع الأجزاء بحجم 150ml/hوبزیادة في معدل السریان إلىNaClمن 0.5Mإلى 0نانومتر یشطف الأنزیم باستخدام مدرج خطي من 
نانومتر. یسجل حجم الجزء الحاوي على أكبر نشاط 280لكل جزء، حیث تقدر شدة الامتصاص الضوئي لجمیع الأجزاء على طول موجة ضوئیة 

یة بجزء قلیل لإجراء الھجرة الكھربائیة.أنزیمي وتقدر كمیة البروتین والنشاط الأنزیمي. مع الملاحظة بأنھ یجب الاحتفاظ في كل مرحلة من مراحل التنق

II-4-2- كروماتوغرافیا الألفة علىSepharose CL- 4B /MK-521
MK(وھوى الھلامة علECA) وذلك بعد تثبیت مثبط نوعي لأنزیم Sepharose CL-4B)Pharmaciaاستعملت ھلامة  -521 (

Lisinopril بإتباع المراحل الآتیة:. وذلك

II-4-2-1 -یر ھلامة ضحتSepharose CL-4B/MK-521
وتثبیت الذراعSephrose CL-4Bتنشیط ھلامة -أ
المذاب في البوتاس M0.053بتركیز 4BHKمن محلول 50mlبلتر من الماء المقطر و یضاف 4B-phrose CLeSمن ھلامة 50mlتغسل -

N0.6 .
سا.8لمدة C°23ویوضع المزیج على درجة حرارة Butanediol diglycidyl etherمن 50mlیضاف وبھدوء-

MK-521 (Lisinoprilالمثبط النوعي للإنزیم ( عملیة ربط أو تثبیت-ب
0.3من بیكربونات البوتاسیوم100mlإلى 50من الماء المقطرأولا ثم باستعمال حجم یتراوح من 2mlیغسل المزیج بواسطة  N)pH=11 .(

المنظم. تترك الھلامة لمدة ) المذاب في نفس المحلولMK-521 )22mMمن محلول 50mlویضاف إلیھا .الإغلاقمة توضع الھلامة في حوجلة محك
+ تحت الرج الھادئ.C°37سا على درجة حرارة 72

الحرة وحفظ الھلامةEpoxyتثبیط مجامیع الـ -جـ
من 50mlویضاف إلیھا،لاقــــة الإغــــي حوجلة محكم) ثم توضع فGly 1 M)pH=10من المحلول المنظم 40mlبـتغسل الھلامة 

)pH=8.0(لمنظم امن المحلول 450mlد بــــج من جدیــــل المزیـــیغس.+C°37ة حرارة ــسا على درج18المنظم. وتترك لمدة glycineمحلول 
NaCl 1M ،0.1 M3HCONa. 50تحفظ ھلامة الألفة التي تم تحضیرھا فيml4لحي على درجة حرارة من محلول م°C.+

II-4-2-2- تنقیة الـECAعلى ھلامةSephrasore Cl-4B/MK-521

Sepharoseیتم موازنة عمود الألفة الحاوي على  CL-4B/MK-521)  بالمحلول المنظمpH=7.5 (Hepes 0,01 M, KCl 0.33, Zn
1M2Cl 20في عمود حجمھml)x 1.6 cm20 20) وبمعدل سریانml/h،بعد إجراء عملیة التناضح باستخدام محلول الألفة المذكور سابقا، تمرر ف

الأجزاء الغنیة بالنشاط الأنزیمي بعد مرحلة التبادل الأیوني على عمود الألفة وبنفس معدل سریان عملیة الموازنة.
نانومتر، بعد أن یثبت الأنزیم بالمثبط 280ة على طول موجة ضوئی0.01یغسل العمود بالمحلول المنظم حتى الحصول على شدة امتصاص اقل من 

Enalaprilate 1mMفي المحلول المنظم السابق وھوECAیشطف نوعیا وذلك بإضافة مثبط تنافسي لـSepharose CL-4Bالمرتبط بھلامة الـ 
نانومتر، ثم تجرى عملیة 280موجة ضوئیة . ثم تقدر شدة الامتصاص الضوئي للأجزاء المتحصل علیھا على طول 30ml/hوبزیادة معدل السریان إلى 
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سا للأجزاء الغنیة بالنشاط 48لمدة pH=8 (Tris 0.002 M. NaCl 0.1M. EDTA 0.1mMالتناضح في وجود المحلول المنظم المتكون من : (
.EDTAثم التناضح باستعمال الماء المقطر لأجل التخلص من ،الأنزیمي لأجل إزالة المثبط المرتبط بالأنزیم

یة من مراحل التنقیة.) في المرحلة الموالHPLCتطبق كروماتوغرافیا السائل عالي الأداء (وللعینة المتحصل علیھاLyophilisationتجري عملیة 

II-4-3-زیئي في كروماتوغرافیا السائل عالي الأداء (الترشیح الجHPLC12ھلامة) علىSuperose
من نوع )UV، كاشف للأشعة فوق البنفسجیة (302مضخة من نوع من:الذي یتكون Gilsonنوع على جھاز منHPLCتم تطبیق تقنیة 

111LC ومجمع للأجزاءCollector حیث استخدمت ھلامة 201من نوع ،Superose12 )pharmaciaیم في اقل ) یذاب المسحوق الجاف من الأنز
pH=7 (Trisكمیة ممكنة من المحلول المنظم المتكون من: ( 0.05 M. NaCl 0.1 M د) و یرشح على 10دورة /دقیقة ، 10.000(ثم یطرد مركزیا

، یتم حقن 0.25ml/hبالمحلول المنظم السابق وبمعدل سریان مقداره HPLC). بعد موازنة جھاز الـMillipore(ثقوب دقیقةمصفاة خاصة ذات 
.200µlالمحلول الأنزیمي بحجم مقداره 

II-4-4-ئیة على ھلامة البولي أكریلامید في وجود رة الكھرباالھجSDS)PAGE-SDS(
یین الوزن لأجل معرفة مدى نقاوة الأنزیم في كل مرحلة من مراحل التنقیة، وكذلك في تع،Laemmli1970)([22]استخدمت طریقة

Bio-rad :(SDS) باستعمال مجموعة من البروتینات القیاسیة ( MWالجزیئي ( – PAGE  molecular weight standards-high، في جھاز
(Hofer scientific instrements–San fransisco,CA)الھجرة الكھربائیة  vertical Slab. Unit model SE 400 بمولد كھربائيالمتصل

 )(Rhema labortechnik desaga desatronic x5000v/100v.

III-النتائج والمناقشة
لال یلاحظ من خ.)M0-0.5(NaClبتطبیق مدروج خطي من Spherodex Mعلى ھلامة ECAنزیم ) منحنى شطف الأ1یبین الشكل (

0.543) والذي یضم أكبر قیمة للنشاط الأنزیمي النوعي والتي بلغت 320mlا المنحنى وجود جزء كبیر في بدایة عملیة الشطف  (ذھ u/mg.تطبیق أدى
تخلص الأنزیم الخام مرات مقارنة بالنشاط الأنزیمي لمس10زیادة النشاط الأنزیمي النوعي بحوالي تقنیة كروماتوغرافیا التبادل الأیوني إلى

Homogenate 0.056حیث ازداد النشاط النوعي من u/mg 0.5إلى u/mgیقابلھ زیادة في عامل التقنیةFacteur de purification 0.638من
ه المرحلة في تنقیة ) ، مما یدل على فعالیة ھد1(كما ھو مبین في الجدولRendement de purificationمرة. مع نقص في المردودیة 9.70إلى 

1991Baudin)(الأنزیم. یلاحظ توافق في النتائج التي تحصلنا علیھا مع نتائج بعض الباحثین، حیث تحصل كل من et al.,[14] على نشاط نوعي لـ
ECA 0.22رئة الخنزیر مقداره u/mg 1977(كل منبینما تحصلمرة بتطبیقھم لنفس مراحل التقنیة 4.8وزیادة في عامل التنقیة وصل (

Nishimura et al.,[23] 0.684على نشاط نوعي مقداره u/mg ودلك من خلال تنقیة .ECA من رئة الإنسان على ھلامةMCellulose -
DEAE) 1975وھي قیمة تقارب تلك التي  وجدھا كل من (Das and Soffer,[24] 0.42التي بلغت u/mg یعود یونيالمبادل الأبتطبیق نفس .

الدرجة الأولى وإلى نوع بECAالاختلاف في النتائج التي تحصلنا علیھا مع نتائج الأبحاث الأخرى إلى نوع المصدر الأنزیمي المستخدم في تنقیة الـ
المبادل الأیوني المستخدم.

-Sepharose CLمنحنى شطف الأنزیم على ھلامة الألفة )2یوضع الشكل( 4B/MK-521ین على شطف الأنزیم في جزء واحد فقط، حیث . والذي یب
ي عامل التنقیة الذي بلغ فمقارنة مع المرحلة السابقة یقابلھ ارتفاع ھام 11.9u/mgتحصلنا على زیادة كبیرة في قیمة النشاط الأیزیمي والتي بلغت 

,.Ehlers et al) وھي نتیجة تتوافق نسبیا مع تلك التي توصل إلیھا كل من (1( الجدول %29.971وبمردودیة مرة214,643 حیث [25]1986)
104تحصلوا على نشاط نوعي مقداره  u/mg مرة لأنزیم 347وبعامل تنقیة یساويECA،المنقى من رئة الإنسان

,.Pantoliano et alبینما تمكن  المنقى ECAرة لـ م356مقابل عامل تنقیة یساوي 82u/mgمن التوصل إلى نشاط نوعي مقداره [26](1984)
38صلت إلـى  وتحصلوا على قیمة قلیلة للنشاط النوعي والتي et al., 1987Sakharov([28-27](من رئة الأرنب. غیر أن u/mg بالنسبة لـ

ECA قلب الإنسان وعلىu/mg40 لأنزیمECA الكبدي البشري
ي یبین على . والدECAلأنزیم Superose 12) على ھلامة الترشیح الجزئي HPLCیوضح منحى كروماتوغرافیا السائل عالي الآداء( )3الشكل(

بلغ ، حیثنانومتر280على طول موجة ضوئیة 0.335) واحد دقیق ومتناظر بأقصى شدة امتصاص ضوئي لھ تساوي Picشطف الأنزیم في جزء ( 
). وبالتالي حصول زیادة كبیرة في النشاط النوعي مقارنة بالمرحلة السابقة. 1( الجدول u/mg33.43نشاطھ النوعي

حلة من مراحل التنقیة یمیة: یمثل كل جزء مرللأجزاء الأنزSDSعلى ھلامة الأكریلامید في وجود ECAالھجرة الكھربائیة لأنزیم  )4الشكل(یبین 
الثلاثة ( مستخلص الأنزیم الخام، التبادل الأیوني، الألفة).

ف طفیف في نتائج عامل من الأعضاء الحیوانیة المختلفة مع وجود اختلاECAإن النتائج المتحصل علیھا مشابھة لنتائج بعض الأبحاث الخاصة بتنقیة 
لى خواص عتمد أساسا عتوالتي ھذا یعود إلى نوع وكمیة المصدر الأنزیمي أولا وإلى المراحل المتبعة في تنقیة الأنزیم ثانیاالتنقیة والنشاط النوعي و

الأنزیم البیوكیمیائیة. 
التي تم وض لمنخفایلاحظ ظھور شریط وحید للأنزیم بعد مرحلة الألفة مع وجود بعض الشوائب الأخرى ، لاسیما البروتینات ذات الوزن الجزیئي 

م یبین نقاوة الأنزی) على ظھور شریط واحد فقط للأنزیم خالي من جمیع الشوائب الأخرى. مما5حیث یبین الشكل(HPLCالتخلص منھا بتطبیق تقنیة 
(تجانس الأنزیم).
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III–1-عیین الوزن الجزیئي لأنزیم تECA
لأنزیم في شریط واحد اى ظھور علSDS) في وجود الـ %6.5( بتركیز تبین نتائج الھجرة الكھربائیة الشكل على الھلامة البولي أكریلامید

نزیم لبنیتھو فقدان الأأمما یدل بأن الأنزیم یتكون من سلسلة بولي ببتیدیة واحدة. إضافة إلى ذلك یتضح بأن عملیة النفسخ SDSفقط حتى في غیاب 
لجزیئي للأنزیم وصل ا) یتبین بأن الوزن 6) و الشكل (5غیر حساسة لاختزال الجسور الكبریتیة. ومن خلال نتائج الشكل (Denaturationالطبیعیة 
جزیئي للأنزیم رئة والتي بلغ فیھا الوزن الand FanburgLanzillo[29])1977دالتون وھي نتیجة تتوافق مع تلك التي تحصل علیھا (170000

دالتون.185000الفأر 

)110g) المنقى من رئة الفأر ( ECAI( Iالأنجیوتنسین ) : الصفات البیوكیمیائیة لأنزیم1جدول ( 

مراحـل التنقیــة
الحجم

)ml(
نشاط الكلي ال

)U(بالوحدات 
كمیة البروتین 

)mgالكلیة ( 
النشاط الأنزیمي 

)U/mg(النوعي
عامل التنقیة

(مرات التنقیة)
المردودیة

 )%(
- 65062.1431095.900.0561مستخلص الأنزیم الخام

مستخلص الأنزیم
Nonidet P-40 +

600207.704513.480.0360,638100

كروماتوغرافیا التبادل 
DEAEالأیوني على 
Sphérodex M-

32079.26145.850.5439,7038.16

كروماتوغرافیا الألفة على 
Sépharose CL-

4B/MK-521
4462.2505.2011.97214,64329.971

HPLC على ھلامة
Superose 12الترشیح

-28.080.8433.43596,9613.519

)  HMW. Bio-rad-   بروتینات قیاسیة ( 1
-  مستخلـص الأنزیم الخام.  2
DEAE-Sphérodex M-   مرحلة التبادل الأیوني على 3
Sépharose CL-4B/MK-521-  مرحلة الألفة على 4

200

116

92

66

45

KDa

ECA

مة بعد مرحلة الترشیح على ھلاECAأختبار نقاوة ) : 5شكل (
Superose 12في الـHPLC) وتعیین الوزن الجزیئيMr (

).PAGE-SDS(بإستخدام تقنیة

SDSالھجرة الكھربائیة على ھلامة البولي أكریلامید في وجود ): 4شكل (
(بعد التلوین بأزرق الكوماسي)ECA Iبأنزیم للأجزاء الغنیة

200

116

66

92

45

KDa

ECA

123

بروتینات قیاسیة -1
)HMW. Bio-rad.(
2-gµ60 منECA.
3-gµ50 منECA.
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-2 -IIIالدراسة الأنزیمیة
-2 –III1-الحركیةالدراسة

یقوم بتحلیل ECAوالذي سمح بتحدید الثوابت الحركیة للأنزیم یلاحظ من خلال ھدا الشكل بأن ECA) الدراسة الحركیة لـ7یبین الشكل(
ب. فما تمكن على الترتیmg1-µmole Min1.382-1و1.55mMمقدارھما : maxVو Kmبثابت میخائلیس HHLالجوھر النوعي المتمثل في 

لتوالي. على اU.1-1,2mol .min-1و1.3mMرئة البقر حیث بلغتECAلـ Vmaxو Kmمن تحدید ]et alohrbachR]30,.)1988(كل من
Ehlersیمكن القول بأن النتیجة المتحصل علیھا تتوافق مع نتائج كل من  et al., Dasوكذلك ([24](1986) and Soffer, مع بعض [25]1975)

لطریقة وع وحساسیة انوالتي ترجع إلى العدید من العوامل من بینھا مصدر الأنزیم، نوع الجوھر ( مادة التفاعل) وكذلك Kmفي قیمة الاختلافات
.[31]المستعملة في تقدیر النشاط الأنزیمي 
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:بإستعمال البروتینات القیاسیة التالیة PAGE-SDS) : تعیین الوزن الجزیئي للأنزیم عن طریق 6شكل (
1- Myosin, 200000; 2 - ECA, 170000;  3 - β-Galactosidase,  116000;    4 - Phosphorylase B, 92000;

5- Serumalbumine, 66000;   6- Ovalbumine, 45000
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2 –III–2-لى للإماھة الأنزیمیةالظروف المث
ى الفعالیة الأنزیمیةعلPHتأثیر درجة الـ -أ 

ي متمیز وتبلغ أقصى یبذي الأنزیم قیمة نشاط نسبpHالمختلفة حیث نلاحظ أنھ عند كل درجة pHفي درجات الـECA) فعالیة 7یمثل الشكل (
صل علیھا من قبل العدید من المثلى للأنزیم مما یوافق النتائج المتحpHوھي درجة الـ8.4تقابل pH) عند درجة %100قیمة للنشاط الأنزیمي النسبي (

.[33,23]الباحثین لنفس الأنزیم 

تأثیرتركیز أیونات الكلور على الفعالیة الأنزیمیة–ب 
( 0.3Mیونات الكلور لأ) ، والذي یقابل التركیز المثالي %100یزداد النشاط الأنزیمي بزیادة أیونات الكلور حتى یصل إلى أقصى قیمة لھ (

یز أیونات الكلور، حیثتدریجیا بزیادة تركمن نشاطھ في غیاب ھذه الأیونات ، ثم یسترجع نشاطھ%80بأن الأنزیم فقد حوالي ). یلاحظ 8الشكل
0.2یعادل النشاط النسبي في وجود  M  منNaCl یدل على الكلور. ممامن النشاط الأنزیمي مقارنة بالتركیز المثالي لأیونات%77قیمة مقدارھا

.ECA[33,32]أھمیة ھذه الأیونات في النشاط التحفیزي لأنزیم الـ

بعض المثبطات على الفعالیة الأنزیمیةتأثیر–ج 
الظاھري iK. إضافة لقیم كل من  iK =05-ICالحسابي)() m[S]/ K+1( :و الذي یحسب من العلاقة التالیة IC-50) قیم 2یضم الجدول (

كثر فعالیة في تثبیط الأنزیم یمثل المثبط الأEnalaprilate) بأن 2الحسابي  للمثبطات المدروسة حیث یتضح من خلال النتائج المبینة في الجدول (iKو  
التي وصلت iKو IC-50قیمةبLisinoprilعلى الترتیب ، ثم یلیھ nM0.92و nM1.475التي بلغت iKو IC-50، لأنھ یمتلك أصغر قیمة لـ

5.623 nM 2.20و nM غیر أن لـ [34-36]على الترتیب. مما یتوافق مع نتائج العدید من الأبحاث .EDTAة تثبیط ضعیفة للأنزیم بإعتباره قدر
.[37]ثنائیة التكافؤ) للأنزیمللأیوناتChélateurمثبط غیر نوعي (مخلب
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اتمةخ
الیة لأجل دراسة بعض من رئة الفأر باستخدام عدة مراحل كروماتوغرافیة متتECAلیة التي تحصلنا علیھا فیما یخص تنقیة من النتائج الأو

الخواص البیوكیمیائیة، یمكننا أن نستنتج ما یلي:
-DEAE: التبادل الأیوني على ھلامة وذلك بتطبیق المراحل الكروماتوغرافیة السابقةIإمكانیة تنقیة كمیة معتبرة من إنزیم تحویل الأنجیوتنسین -

Spherodex M الألفة على ،HPLC . Sepharose CL-4B/MK-521 علىSuperose 12.
الترتیب.علىmg1-1.382µmole Min-1وmM1.55قیمة مقدارھا Vmaxو Kmبلغت قیمة -
.PAGE-SDSدالتون باستخدام تقنیة 170000وصل الوزن الجزیئي للإنزیم حوالي -
.8.40المثلى لھ تساوي PHودرجة الـ ECA :0.3Mركیز أیونات الكلور المثلى لـ ت-
اعتباره مثبط غیر بفیمتلك قدرة تثبیط ضعیفة EDTA. أما Lisinoprilمرات 4تفوق بحوالي ECAقدرة تثبیط لنشاط Enalaprilateیمتلك المثبط -

نوعي مقارنة بالمثبطین السابقین.
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