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ABSTRACT 

Cytosine deaminase (EC.3.5.4.1) activity and properties was 
determined in the extract of the free living ciliata Tetrahymena pyriformis 
grown in proteose peptone medium.   

 The optimum conditions for the enzyme activity was also 
determined and it was found that the highest activity was obtained from 
the reaction mixture containing 300 µM of Tris-HCl buffer at pH 7.2 
containing 3 µM of cytosine as a substrate and a concentration of enzyme 
extract equal to 250 µg at 35°C for 10 min. 

 Under the optimum conditions, the specific activity was found to be 
42.23±2.3 µM of cytosine deaminated per min per mg protein in the 
supernatant of Tetrahymena pyriformis extracts compared with 20.08 ± 
1.0 µM of cytosine deaminated per min per mg protein. 

  

  الخلاصة

                        EC   (3.5.4.1 تم التعرف على فعالية وخواص أنـزيم الـسايتوسين دي أمينيـز    

(Cytosine deaminase    هـدبي  فـي مـستخلص الكـائن الابتـدائي ال Tetrahymena 

pyriformisالنامي في وسط بروتيس ببتون ،  Proteose Peptone.   

، ووجـد أن أفـضل      الأنزيمتحديد الظروف المثالية لقياس فعالية       تم   في هذه الدراسة  ف

 مـايكرومول مـن المحلـول       300 الحصول عليها في خليط التفاعل المكون من         يمكنفعالية  

 مايكرومول سايتوسين كمادة أسـاس  3 والحاوي على 7.2ة ، بدالة حامضي Tris-HClالمنظم
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 10م ولمدة   35ْبدرجة حرارة     مايكروغرام، 250 مساوية لـ    يالانزيمالمستخلص  وكمية من   

  .دقيقة

 الـسايتوسين دي امينيـز      لأنزيمتبين تحت هذه الظروف المثالية ان الفعالية النوعية         

 ـ  المزال منه الامين لكل دقيقة لكل ملغـم          مايكرومول من السايتوسين   42.23±2.3 مساوية ل

الفعاليـة  ب  مقارنـة T.  pyriformisبروتين في الجزء الرائق من مستخلص الكائن الهـدبي  

مايكرومول من السايتوسين المزال     1.0± 20.08 لـة  النوعية تحت الظروف التمهيدية مساوي    

  .منه الامين لكل دقيقة لكل ملغم بروتين
 

  المقدمة
مـن   Tetrahymena pyriformisالتتراهايمنا بايريفورمز الحر المعيشة يعد الكائن 

، )2،1( العالم أنحاءفي مختلف     ومن الخلايا حقيقية النواة، واسعة الانتشار      ،الابتدائيات المهدبة 

  مهمـاً  ئة المياه العذبة، لذا تشكل جزءاً     لها القدرة على التكيف البيئي في بيئات مختلفة ومنها بي         

، وتتكيف للعديد من العوامل والظروف عند تنميتهـا         )3( الغذائية في تلك البيئات      من السلسلة 

 استخدامات متعددة كما في الاختبارات الحيوية وفي        للتتراهايمنا بايريفورمز ). 4( في المختبر 

تطبيقات التقنيات الحياتية لدراسة النظريات البايولوجية العامـة وتطبيقاتهـا عنـد المـستوى              

 فمثلا تستخدم في تحديد سمية عدد من المركبات ذات المنشأ الكيمياوي كالمبيدات             ،)5(الخلوي

، كما تستخدم فـي     )8 (Aflatoxine البايولوجي كالسموم الفطرية     أو) 6،7( والمعادن الثقيلة 

 كدليل على تلوث البيئة     أيضا وتستخدم). 9( الأورامالصناعات الدوائية وفي اختبار مضادات      

  . )10،11( المائية

 أو Orotate Pathwayأثبتت العديد من الدراسات العلمية وجود مـسار الاورتيـت   

من خلال سلسلة مـن  )  (UMP الفوسفيتالأحاديالمسار الحقيقي للتكوين الحيوي لليوردين 

 في العديد من الكائنات الحية، وأنه مسار عام وشائع في معظـم             بأنزيماتالتفاعلات المحفزة   

كمـا ان   ). 16،15،14،13،12( الابتدائيات والطفيليات والديدان واللبـائن     المجهرية و  الأحياء

 ـ الإنقاذيثاني هو المسار     هناك مسار  من القاعدة البريمدينية اليوراسـيل     ) UMP( لتكوين ال

 يمكن الحصول علـى     إذ،  )17(  نيوكليوسيد اليوردين، والاستفادة منهما في بناء النيوكليوتيد       أو

 من الغذاء وكـذلك مـن التحـولات البينيـة مـع             أو النووية   لأحماضااليوراسيل من تحلل    

 مـن نيوكليوتيـدات     Deamination المزيلة للامين    الأنزيمات وجود   ان،  )18(السايتوسين  

مسار  ال  اليوراسيل، ومن ثم استخدامه عن طريق      إلىونيوكليوسيدات السايتوسين، يمكن تحولها     

  .الإنقاذي
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ويـسمى   Cytosine  deaminase  (EC 3.5.4.1)يزان أنزيم السايتوسين دي أمين

 الامينية الإزالة، الذي يحفز Cytosine aminohydrolase أمينو هايدروليز ين وسسايت أيضا

 الأنـزيم  عمل هذا    آليةوتكمن  ). 19( اليوراسيل   إلىبتفاعل التحلل المائي للسايتوسين ويحوله      

 السايتوسين دي أمينيـز     أنزيمدور  ضلا عن   ف،    )20(  الماء ومن ثم فقدان الامونيا     إضافةفي  

ودوره في الايـض التقويـضي وعمليـة          ، الإنقاذيمسار  الفي التكوين الحيوي للبرميدينات ب    

وهنالـك  ). 21( الإنـسان  السرطانية في    الأورامالتنظيم الخلوي وله أهمية كبيرة في معالجة        

تلف الأحياء المجهرية والخمائر    العديد من الدراسات حول أنزيم السايتوسين دي أمينيز في مخ         

 الاحـشائية  ، ودرست فعاليته في الطفيليـات كاللـشمانيا       )24،23،22( والحيوانات والإنسان 

Leishmania  donovani ــة و ــشمانيا الجلدي ،  )Leshmania major )26،25 الل

  فيالأنزيم ةعلى فعاليوتم التعرف  ).Trichomonas vaginalis )27والمشعرات المهبلية 

 اللبائن مثل الخلايا السرطانية وكريات الـدم الحمـر ومـصل الـدم              وأعضاءخلايا وأنسجة   

ووجد من خلال الدراسات المختلفة أن خـواص الأنـزيم تختلـف بـاختلاف              ). 30،29،28(

ثباتيته تجـاه درجـة الحـرارة،        وزنه الجزيئي،  مصدره من ناحية تخصصه للمادة الأساس،     

المحلـول المـنظم والدالـة       مثل فتـرة التحـضين،    (ركية  واختلافات أخرى في خواصه الح    

  ).الحامضية

 علـى وسـط    بـايريفورمز  التتراهايمناالكائن  ان محور البحث الحالي يتضمن تنمية       

Proteose Peptone  والتعرف على فعاليتهن دي أمينيز فيهوسي السايتأنزيمودراسة تواجد .  
  

  

  

  المواد وطرائق العمل
  د الدراسةالكائنات المستخدمة قي

 من مياه Tetrahymena pyriformisجمعت الابتدائيات وحيدة الخلية حرة المعيشة 

       الذي يقـع علـى بعـد حـوالي        ( الأثريبركة مؤقتة تقع في المنخفض المحاط بسور نينوى         

عزلت وحفظت في وسط زرعي سائل مستخلص من نقيـع           ،) عن جامعة الموصل    متر 500

تمت تنمية التتراهايمنا في وسـط   ،)31( في الحاضنة%  20كيزبتر  Hay Infusionالتبن 

Proteose Peptone  )32(  ثـم   والحصول على نمو جيـد ونقـي،    حيويتهاإدامة لغرض

عدد الكائنات في كل مزرعة بحساب       ، حدد )7(أيام   5-4 م لمدة ْ 1±27حضنت بدرجة حرارة  

  .Hemocytometer عدد التتراهايمنا باستخدام شريحة الهيموسايتوميتر
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  تحضير مستخلص الخلايا الخام

المزارع في الطور الثابت    كانت  التتراهايمنا من الوسط الزرعي السائل، عندما       جمعت  

Stationary Phase1 بعدد و ،  من النموҳ109  بترسـيب الخلايـا   ، وذلـك  3سـم / حيوان

قيقـة وبدرجـة    د 15  لمدة  3000xg جهاز الطرد المركزي الفوقي المبرد بسرعة        باستعمال

مايكرومول  200 بتركيز  Tris-HCl المنظم الخلايا مرتين بمحلولتغسل .)33(م ْ 4حرارة 

 التي جمعت بالمجهر الضوئي للتأكد مـن عـدم          الابتدائياتوفحصت   ،   7.4وبدالة حامضية   

ثم علقت الخلايا المترسبة في المحلول المنظم المعنـي بحـسب           .  الفطريات أوتلوثها بالبكتريا   

حطمت الخلايا المترسبة باستخدام جهاز الترددات فـوق        . تركيز المطلوب للتجارب اللاحقة   ال

 ثانية في حمام ثلجي، كررت هذه العمليـة          30ثانية لمدة   /  ذبذبة  24.000بتسليط  ،  الصوتية

 لتبريد المحلول والحفاظ على درجة      مرة بعد كل    ثانية  15  مرات مع فترات توقف لمدة     أربع

التي جمعت فـي أثنـاء الطـور        بايريفورمز للتتراهايمناعرض المتجانس الخام     ،م4ْحرارة  

إلى عملية نبذ باستخدام جهاز الطرد المركـزي المبـرد           اللوغاريتمي للنمو، والمحضر سابقا،   

المتجانس الخـام   :يأجزاء ه ثلاثة إلى فصل المستخلص.  دقائق10لمدة   xg 9000بسرعة 

حـددت   ، Pelletالراسـب   و Supernatant الرائق ،Crude Homogenate  قبل الفصل

  .في هذه الأجزاء  دي أمينيزوسينفعالية أنزيم السايت

  دي أمينيزوسين السايتأنزيمقياس فعالية 

 Sakai طريقة   اعتمادا على في المستخلص    السايتوسين دي أمينيز     أنزيمقيست فعالية   

 إلـى  وتحولـه    توسينية للـساي  الامتـصاص التي تعتمد على الاختلاف فـي       و )24( وجماعته

)  3سـم  1بحجم نهائي (يتكون خليط التفاعل     إذ ، نانوميتر 290 عند الطول الموجي     اسيلاليور

 من المحلول المنظم 3 سم0.4،  مايكرومول3بتركيز ) الأساسالمادة (سايتوسين  3 سم0.4 من

خلص مـن مـست   3 سـم  0.2 و  7.4   وبدالة حامضية Tris-HCl مايكرومول200بتركيز 

زمنيـة  م ولمدة   ْ 37 حضن خليط التفاعل بعد ذلك بدرجة حرارة       .)المحضر مسبقا    ( الأنزيم

 مـن حـامض     3 سـم  4 بإضـافة  التفاعـل    إيقـاف وتم  محدودة اعتماداً على نوع التجربة،      

 الأشـعة  باستخدام جهاز مطياف     الأنزيم  فعالية ست  قيثم  .  عياري 0.1 بتركيز   الهيدروكلوريك

قدرت الفعالية النوعية    ثم    نانوميتر، 290لمرئية الضوئي عند الطول الموجي      فوق البنفسجية وا  

على انها كمية السايتوسين المزال منه الامين بالمايكرومول خلال دقيقة واحـدة لكـل ملغـم                

 mM-1.Cm–1 0.937 والمـساوي    وسينباستخدام معامل الحيود المـولاري للـسايت       ،بروتين

 باسـتخدام طريقـة     للتتراهايمنالي في المستخلص المحضر     ، وقدرت كمية البروتين الك    )34(

  ).35( لاوري
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  النتائج والمناقشة
حددت فعالية أنزيم السايتوسين دي أمينيز في أجزاء مستخلص الكائن الهدبي 

 .التتراهايمنا بايريفورمز التي تم الحصول عليها في الفقرة السابقة من المواد وطرائق العمل

مقارنة مع المتجانس الخام   فعالية نوعية لوحظت في الجزء الرائق،علىأأن  )1( يبين الجدول

 في السايتوبلازم، وهو مطابق لما وجد في جرثومة الأنزيممما يدل على تواجد  والراسب،

S.typhimurium وB.subtilis) 37،36( وفي خميرة الخبز ،Baker's Yeast) 38(،  وفي

  الباحثتانإليه، كما يتفق مع ما توصلت )25( لجلديةطفيلي اللشمانيا بنوعيها الاحشائية وا

في دراستهما حول تواجد أنزيم السايتوسين دي أمينيز في رائق ) 27(جانكير ودلال باشي 

  .مستخلص طفيلي المشعرات المهبلية

  

  :1الجدول 

  .T  المختلفة من مستخلصالأجزاء السايتوسين دي أمينيز في لأنزيمالفعالية النوعية 
pyriformis 

  أجزاء المستخلص
  الفعالية النوعيــة* 

   الخطأ لقياسي±المعدل 

%     

  للفعالية

%          

  للزيادة أوالنقصان

  --  100 1.0 ± 17.20  المتجانس الخام

 + 76  176 ± 1.7 30.34  الرائق

  - 46  54  9.35 ± 2.0  الراسب

  .ملغم بروتين/ دقيقة /  المزال منه الأمين مايكرومول من السايتوسين: الفعالية النوعية    *

  .    المعدل والخطأ القياسي هو لثلاثة مكررات

  

تم قياس فعالية أنزيم السايتوسين دي أمينيز بوجود تراكيز مختلفة من رائق مستخلص             

 يبين الـشكل   .مايكروغرام 350-0.0 الكائن الهدبي التتراهايمنا بايريفورمز تراوحت ما بين      

 عند  بلغت أقصى حد لها    إذ،  )البروتين (الأنزيمبزيادة تركيز   "  سرعة الفعالية طرديا   زيادة) 1(

وهذا التركيز متطابق مع ما توصلت       .الأخرىعند ثبوت العوامل      مايكروغرام بروتين،  250

وهذا يـدل علـى أن       في طفيلي المشعرات المهبلية،   ) 27(جانكيرو دلال باشي    الباحثتان   إليه

 الموجـود فـي المـستخلص    الأنـزيم  السايتوسين دي أمينيز هي بفعل لأنزيمة   الاميني الإزالة

   .T. pyriformisالخلوي للكائن الهدبي 
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 أقـصى  إلـى  التي توصل التفاعل T. pyriformisي للكائن الهدبي مستخلص البروتينكمية ال:  1شكلال

  )توسينالساي (الأساسمايكرومول من المادة ) 3(سرعة عند استخدام تركيز 

  

 م ، يوضح الـشكل     60ْ-10   في درجات حرارية تراوحت بين       الأنزيمقيست فعالية   

م هي الدرجة    35ْ وتبين ان درجة حرارة    .الأنزيميالعلاقة بين درجة الحرارة والتفاعل       )2(

ولوحظ أن الارتفـاع   .T.  pyriformis  المستخلص من الكائن الهدبي الأنزيمالمثالية لعمل 

م، 35ْ  درجة إلى تدريجيا حتى تصل     الأنزيمدرجات الحرارة يعمل على رفع نشاط       التدريجي ل 

 في  الأنزيمم لقياس فعالية    35ْ لذا تم اختيار درجة    .ثم تبدأ بالانخفاض مع زيادة درجة الحرارة      

ن جـانكير   تـا  الباحث إليـه  تجميع التجارب اللاحقة، وهذه النتائج متطابقة تقريبا مع ما توصل         

في دراسة فعالية أنزيم السايتوسين دي أمينيـز فـي طفيلـي المـشعرات              ) 27(ودلال باشي   

 لأنـزيم  ان الدرجـة الحراريـة المثلـى         إلـى ) 25( المشهداني    الباحث المهبلية، كما توصل  

  .مْ)37( السايتوسين دي أمينيز في طفيلي اللشمانيا الجلدية مساوية لـ
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رجة حرارة التفاعل على فعالية أنزيم السايتوسين دي أمينيزفي مستخلص الكائن الهدبي  دتأثير:  2الشكل
.T. pyriformis 
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فقد وجد ان     والمحاليل المنظمة المستخدمة،   الأنزيمالعلاقة بين فعالية    ) 2( يبين الجدول 

ر ملـي مـولا   10تركيز   Tris-HCl   كان عند استخدام المحلول المنظمللأنزيم فعالية أعلى

مايكرومول مـن    1.7 ± 40.95  كانت الفعالية النوعية مساوية  لـإذ ، 7.4وبدالة حامضية   

 Tris-HClلذا استخدم المحلول المنظم  . ملغم بروتين / دقيقة/السايتوسين المزال منه الأمين 

  .  على انه أفضل المحاليل المنظمة ، 7.4عند الدالة الحامضية 

  

  : 2جدولال

 .T الكائن الهدبيعلى فعالية أنزيم السايتوسين دي أمينيز في  المختلفة لمنظمةا لمحاليلاتأثير
Pyriformis   

 Bufferالمحلول المنظم  
التركيز   

 ملي مولار

الفعالية النوعية   *

الخطأ ± المعدل 

  القياسي

 +%     

  للفعالية

Potassium Phosphate 10  23.75 ± 2.7  58  

Tris-HCl 10  40.95 ± 1.7  100  
Citric Acid, Sodium 

Citrate 10  15.34 ± 1.0  37  

  .ملغم بروتين / دقيقة / مايكرومول من السايتوسين المزال منه الأمين : الفعالية النوعية *             

   % .100احتسبت على أساس ان أعلى فعالية هي : النسبة المئوية للفعالية +                

  . المعدل والخطأ القياسي هو لثلاثة مكررات                 

  

 السايتوسين دي أمينيز بوجود تراكيز مختلفة من المحلول المنظم          أنزيمتم قياس فعالية    

Tris-HCl      ـ  من ال  مايكروغرام   300 و 7.4 وبدالة حامضية  تركيـز  (ي  مـستخلص الانزيم

أعلى فعاليـة   )  3(يبين الجدول   .  مْ 35 دقيقة وبدرجة حرارة     10 والمحضن لمدة     )البروتين

 كانت الفعالية النوعية مساوية     إذ ملي مولار من المحلول المنظم،       40للانزيم كان عند استخدام     

  .ملغم بروتينلكل  دقيقة لكل  مايكرومول سايتوسين المزال منه الامين  42.23 ± 2.3لـ
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  : 3 جدولال

أمينيز  دي السايتوسين لى فعالية أنزيم ع Tris-HCl المنظم تراكيز مختلفة للمحلول تأثير

  .  T. pyriformisالكائن الهدبيفي 

      المنظم تركيز المحلول

Tris-HCl  )  ملي مولار(   

  الفعالية النوعية* 

   الخطأ القياسي±المعدل 

 +%  

  للفعاليــة

10  40.95 1.7 ±  97  
20  15.11 ± 1.5  36  
30 25.97 ± 2.7  62  
40 42.23 ±  2.3 100  
50 1.0 ± 22.01  52  

  .ملغم بروتين / دقيقة / مايكرومول من السايتوسين المزال منه الأمين : الفعالية النوعية *            

   % .100احتسبت على أساس ان أعلى فعالية هي : النسبة المئوية للفعالية +            

  .مكررات المعدل والخطأ القياسي هو لثلاثة              

  

ثم قيست فعالية أنزيم السايتوسين دي أمينيز في المحلول المنظم المـذكور مـسبقا     

 الدالـة الحامـضية     إيجادلغرض  ) pH(  ملي مولار مع تغير الدالة الحامضية      40وبتركيز

 يتضح من الشكل ان     إذ ،الأنزيمتأثير الدالة الحامضية على فعالية      ) 3(يبين الشكل   . المثلى

pH7.2 ان الامثل ك .  
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   Tris- HClتأثير الدالة الحامضية على فعالية أنزيم السايتوسين دي أمينيز في المحلول المنظم:  3شكل ال

  .ملي مولار  40بتركيز 
  

ومع ذلك فقـد     يز، الطبيعية لانزيم السايتوسين دي أمين     الأساسيعد السايتوسين المادة    

استخدم السايتوسين والثايمدين    ،الأنزيم بديلة لفعالية هذا     أساساختيرت مركبات أخرى كمواد     

 بديلة عـن    أساسمايكرومول كمواد    3 وبنفس التركيز  )CMP(  الفوسفيت أحاديوالسايتدين  
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نزيم تجـاه  الفعالية النوعية للا) 4(يوضح الجدول  السايتوسين وتحت الظروف المثالية للقياس،    

لاحظ اية فعالية مع السايتوسين احـادي الفوسـفيت والـسايتدين           تلم  في حين انه    السايتوسين  

 الأسـاس  متخصص يعمل فقط عند وجـود المـادة          الأنزيموهذا بدوره يؤكد ان      .والثايمدين

  .السايتوسين

  

  حر الهدبي السايتوسين دي امنيز في مستخلص الكائن اللأنزيم الفعالية النوعية : 4 جدولال

T.   pyriformis                    أساس كمادة سايتوسينللمواد بديلة تجاه.  
  الأساسالمادة 

  مايكرومول) 3(بتركيز 

  الفعالية النوعية* 

   الخطأ القياسي±المعدل 

 +%        

  للفعالية

  Cytosine  42.23 ± 2.3  100سايتوسين ال

 - CMP  0.0 لسايتدين أحادي الفوسفيتا

  -  Cytidine  0.0 السايتدين

  - Thymidine  0.0ثايمدين ال

  .ملغم بروتين / دقيقة / مايكرومول من السايتوسين المزال منه الأمين : الفعالية النوعية * 

   % .100احتسبت على أساس ان أعلى فعالية هي : النسبة المئوية للفعالية + 

  .ات    المعدل والخطأ القياسي هو لثلاثة مكرر

  

مما سبق تم التعرف على الظروف المثالية لعمل أنزيم السايتوسين دي أمينيز في              

 وجد ان الظروف المثالية لفعاليته تتمثـل  إذ  ،  T.  pyriformisمستخلص الكائن الهدبي 

     وبوجـود  ، 7.2 حامـضية   بدالة Tris-HCl ملي مولار من المحلول المنظم40بتركيز 

تركيـز   (الأنزيمـي مايكروغرام من المـستخلص      250و  ايتوسين   مايكرومول من الس   3

 كانت الفعاليـة النوعيـة      إذ ،   م35ْدرجة حرارة     في   دقيقة   10والمحضن لمدة    )البروتين

 ـ              1.0 ±20.08 ـلانزيم السايتوسين دي أمينيز تحـت الظـروف التمهيديـة مـساوية ل

 مقارنة بالفعالية النوعية تحـت      ،مايكرومول المزال منه الامين لكل دقيقة لكل ملغم بروتين        

 مايكرومول المزال منه الامين لكل دقيقـة        2.3 ± 42.23 أصبحتالظروف المثالية والتي    

  .لكل ملغم بروتين

 القـدرة علـى بنـاء      T. pyriformis مما سبق بان للكائن الحر الهدبي يتضح

لالة وجود فعاليـة أنـزيم       وذلك بد  الإنقاذيمسار  ال الامينية للسايتوسين ب   بالإزالةاليوراسيل  

 دراسـة   أولالسايتوسين دي أمينيز في مستخلص الكائن الهدبي، وبذلك تعد هذه الدراسـة             

  .   T.  pyriformis في الكائن الحر الهدبيالأنزيمتؤيد بصورة مباشرة وجود هذا 
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