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 القلب بأمراضمصل دم اشخاص مصابين من عزل وتنقية هرمون الكوبيبتين 
 نوري محمد عزيز، ذكرى علي علوش 

 ، الموصل ، العراق جامعة الموصل،  كلية العلوم، قسم الكيمياء 
 

 الملخص
 ي ةيمماه وصويمممة مايلدممة ت ممم  تصممملها ام عممموت وية يممة هرمممموب الكممومصليصب ممممب مصممل  م اشمممااق مصممالصب  مممامرا  ال لمم   اسممميشمممله همممدر ال راسممة 

( مممب الراسمم  الةممايط لواسمممة اليرسممص   ااسممصيوب ال ممار  ول مم  وجمم  اب G-50ومموميصب لرويصةيممة لواسمممة كرومايو راتيمما اليرشممي  الادممم    سمميدا ك  
 ( .B اعلى يركصو لارموب الكومصليصب كاب ت  ال مة الثاةية  الوومة

الممور المعكمو  –( لواسممة ي ةيماه  كرومايو راتيما السماال عمال  اا اء Bهرموب الكمومصليصب المعمووت والووممة  تضد عب دلك يم الكشف عب ة اوة 
تصامما جصمم ا تمم  ومممب ااوي مما  لممصب المولمموت ال ياسمم   يما  مما RP-HPLCول مم  لصةممه الةيممااط اليمم  يممم الوصمموت علصامما لي ةيممة , و الاجممرة الكارماايممة( 

 ( .B الدي يم الوصوت عليه ت  ي ةية اليرشي  الادم   الوومةللكومصليصب ومولوت الةمودج 
( G-50(  اسمميا ام كرومايو اتيمما اليرشممي  الادممم  سمميدا ك   Bكممما يممم اصجمما  الممووب الجورامم  الي ررلمم  لارممموب الكممومصليصب المة ممى جوايمما الوومممة  

 اليموب(على اليموال  , ويمم  راسمة اليركصم  الثماةوي  400±4513ليموب ,  ا 400±4654والاجرة الكارمااية  اسيا ام الصو صوم  و يسصل سملدصه كماب  
الولووةمم ( لممصب المولمموت ال ياسمم   -( ووجمم  اب الةسمم ة الماويممة  الدمماCircular Dichroesimالولووةمم ( لارممموب الكممومصليصب لواسمممة ي ةيممة  - الدمما

 .كاةه ميما  ة ل رجة عالية( Bدم   الوومة للكومصليصب ومولوت الةمودج الدي يم الوصوت عليه لي ةية اليرشي  الا
 هرموب الكومصليصب , كرومايو راتيا الساال عال  اا اء المور المعكو , ااو واجية اللوةية , الاجرة الكارمااية. :الكلمات الدالة

 المقدمة
اللليصممم  السمممكري ب أوت ممممب وصمممف الكمممومصليصب، المعمممرو  أيضممما   اسمممم ا

كممماب  AVP-associated glycopeptide  ومرسمممصبسالممممري ا  الدا
Holwerda  ب اا صهرمموب الكممومصليوظيدمة ( ولمم يكيشمف 1 1972عمام

و ص عى الكمومصليصب  اللليصم  السمكري للةاايمة  (2006  ت  الع   المةصرم
 C-terminal portion of الكارموكسمممصلية لمليعمممة الداسومرسمممصب

arginine vasopressin  ) CP-proAVP) 2اهميممة  ييوضمم  (3و
يكممموب ثالمممه جممم ا وريملممم   والمممديالكمممومصليصب تممم  ممصمممواه قياسمممه ايضممما 

كميمماه اقممل تمم  م ارةممة مممس الداسومرسممصب اثةمماء ال يمما   وا يويمماج الممى 
 proteaseاسممممميادق او اضممممماتة مممممموا  مثمممممل مث مممممماه اللرويصمممممو 

inhibitors  اضممماتة المممى الوقمممه ال صمممصر المممدي يوياجمممه تممم  الوصممموت
 .(4  على الةيااط

ومام  امصةم   39ريكموب ممب اللصليصم اه السمكررة و  ممب الكمومصليصب يعم 
( يصممةس الكممومصليصب ممممب ةدمم  الجممصب المممدي يصممةس مةممه الداسومرسمممصب 5 

وميريصمممم  عكسممم  ممممس جممممصب  P13تممم  الكرموسممموم العشممممررب تممم  الموقمممس
ااوكسصيوسصب ويشيق مب ااكسوب الثالث مب اكسوةاه اليشمدصر الثدثمة 

وممممممام  امصةمممممم  للةاايممممممة الكارموكسممممممصلية  17مممممممس ااممممممر  mRNAتمممممم  
اما ااكسوةاه ااارى تاةاما ييمرجم المى ,  ) (NP-2) 2- للةصوروتايسصب

( اب عمليمممممممممممممممة يجوامممممممممممممممة NP-2  )6( و  AVPاشمممممممممممممماراه لليص يمممممممممممممممة  
اللروتاسومرسممصب الممى اشمماراه ااممرى يمميم عممب مررممق ارمعممة مممب اةورممماه 

, ااكسمممممموملياص صو , الموةواوكسممممممجةصو و  اليولممممممل وهمممممم  ااة وملياصمممممم صو 
 Supraoptic nucleus (SON)   الدصو امدت ة مل ااكسموةاه ممب 

لليومممممه الماممممما   Paraventricular nucleus (PVN) و 
hypothalamus  7 ) , اب اللروتاسومرسمممممممممصب يوشممممممممممر تممممممممم  الشمممممممممم كة

و  (NP-2مةامممما لممممل   7جسممممور كلررييممممة  8ااة و دوميممممة ويشممممكل مممممب 

واومممممممم  لدرجةممممممممصب تاسومرسممممممممصب اضمممممممماتة الممممممممى الةاايممممممممة الكارموكسممممممممصلية 
للكديكمممومرويصب لللروتاسومرسمممصب ثمممم يوشمممر تممم  وويصممملة ال ممم   الصمممم 

ل ممممممم ة المممممممى الدمممممممق الالدممممممم  ل PVNو  SONالعصممممممملية ليةي مممممممل ممممممممب 
 . (6  والدي يدرو مةه الكومصليصب    posterior pituitaryالةاامية

هممممممو اب الاديمممممما اب االيممممممة المامممممممة اتممممممراو الكممممممومصليصب والداسومرسممممممصب 
ااكسمممممممممموةاه مممممممممممب يوممممممممممه العصمممممممممملية الكلصممممممممممرة يعمممممممممممل علممممممممممى ة ممممممممممل 

ليسممم  لامما  المم اوت الممى الدممق الالدمم  لل مم ة  hypothalamusالمامما 
 (5وهمدا مايسممى  المسمالك العصملية   posterior pituitaryالةااميمة 

اب  ( 8اب الكمممومصليصب يدمممرو لممممةد  الكيديمممة مممممس اارجةمممصب تاسومرسممممصب  
الكمممومليصب يعيمممم  علمممى ةامممر اديممما ال لممم   لإتمممراوالدسمممصولوجيا المرضمممية 

ويسمممميا م اسمممميجا ة لكممممر  ال مممم   الصمممممماء ولممممدلك سمممملا الضمممموء علمممممى 
   (.9الكومصليصب ت  امرا  ال ل   

عممموت وية يمممة الكمممومصليصب ممممب مصمممل  م ااةسممماب  الهددددن مدددن الدرا دددة 
 و راسة اواصه .
 طرائق العمل

 ية هرمون الكوبيبتين من مصل الدمعزل وتنق
 العينات 

يممم الوصممموت علمممى مصمممل الممم م ممممب اشمممااق مصمممالصب  مممامرا  ال لممم  
كركممموك ومسيشمممدى المممب  /و أعممممار مايلدمممة ممممب مسيشمممدى كركممموك العمممام

كماةوب ةاايمة المى  2013يمموو  ل اية للديرة مبالموصل  /سصةا اليعليم  
تم  مصمل  هرمموب الكمومصليصبودلك  سل  اريدما  يركصمو ,  2013ااوت 

(, وقمممم ر يركصممممو اللممممرويصب  مرر ممممة اوري الموممممورة 9 م مرضممممى ال لمممم  
 (14  ( وكدلك ق ر يركصو هرموب الكومصليصب10 
 بالمذيب العضوي  التر يب -1

http://en.wikipedia.org/wiki/Posterior_pituitary
http://en.wikipedia.org/wiki/Hypothalamus
http://en.wikipedia.org/wiki/Posterior_pituitary
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المممموا  اللرويصةيمممة ممممب مصمممل الممم م لواسممممة اليرسمممص   ااسمممصيوب  تصمممله
( الممى المصممل مممس اليوررممك المسمميمر v/v 60:40( لةسمم ة  11ال ممار   

 قي ة وريرك المى الصموم الثماة  تم  الثدجمة ,  60لم ة  0م 4ال م ء عة  
ورممميم تصمممل الراسممم  اللرويصةممم  لواسممممة الممممر  المركممموي الملمممر   سمممرعة 

 12000xg قي ة ثم صدا  الراس  اللرويصةم   أقمل كميمة ممب  30( لم ة 
الممماء الم مممر , ثممم  عمم ها ي مم ر وجممم مولمموت الراسمم  اللرويصةمم  ويركصممو 

ممموب تيممه ثممم يودممي  اليجمصمم  اسمميكمات الامممواه اللممرويصب ويركصممو الار 
 الدو ة.

 كروماتوغافيا الترشيح الهلامي -2
والمممدي يويممموي  سمممم( x 105 1.5   اسممميا م عممممو  الدصمممل دي ا  عممما

 اليم  يدصمل المرك مماه (SephadexG-50)علمى مما ة الامدم مممب ةمو  
ويممممم  (11  ( اليمممموب  30000   ومممم و  داه ا وواب الجورايممممة اللرويصةيممممة

 سمممك  مممما ة الامممدم علمممى  سمممم( 97 وضمممس مممما ة الامممدم علمممى اريدممما  
لواسممممة العصمممى الوجاجيمممة جممم راب عممممو  الدصمممل لاممم وء و شمممكل ماامممل 

ويى يسي ر ويوات الكميمة الواام ة ممب المماء الم ممر  لمةس يكوب الد اعاه
 12). 

 2 م مم ار  الةممايط مممب اليرسممص   ااسممصيوب يممم امممرار المولمموت اللرويصةمم  
( وي ممس G-50( علممى عمممو  الدصممل الومماوي علممى هممدم السمميدا ك   مممل

مممل( مممب الممماء الم مممر لل سممل . و عمم  دلممك يممم اسممير ا  الممموا   2دلممك  
 قي ممة( لكممل 3/مممل 3سمماعة(  معمم ت  /مممل 60اللرويصةيممة  معمم ت جررمماب  

جوء مب جامس ااجواء الدي يعمل لةظام ال قااق, اد يمه ميا عمة المموا  
ل ااجمممواء ممممب امممدت قمممراءة شممم ة ااميصممماق عةممم  مممموت اللرويصةيمممة لكممم

ةممماةومير  اسمميعمل جاممماو مميمما  ااشمممعة تمموق اللةدسمممجية  280ممموج  
والمراية .تضد عب دلك يم ي  صر يركصو هرمموب الكمومصليصب تم  ااجمواء 
المدصولة ,قسمه الى جواصب او هما ودمي  اليجمصم  لدسميا ام الدومق 

يم يجدصف الوموم اللرويصةيمة الةايجمة ممب عمليمة اليرشمي  الادمم  وااار 
ل ممر  الوصمموت علممى هممدر  (Lyophilizer) اسمميا ام جامماو اليجدصمم  

و ع  الوصوت علمى المسمووق اللرويصةم  يمم  الووم  شكل مسووق جا 
وضعه تم  اةلمو  موكمم اا مدق ويودمي  اليجمصم  لومصب اسميا امه تم  

 اليجار  الدو ة.
 جرة الكهربائية.اله -3 

م  مممه علمممى   ممممب كرومايو اتيممما اليرشمممي  الادمممم اب ال ممممة المدصمممولة 
 SDS-PAGE   مممممممب( ةممممممو Mediphor  وسمممممم   الماةيمممممما( هاصمممممم للر

(  اسممميعمات اليظاصمممر العممممو ي علمممى االممموا  الادميمممة.ويم 13مرر مممة  
المركمممممممو ال ممممممموم  ل وممممممموث /اجراااممممممما تممممممم  جامعمممممممة للكةمممممممه تممممممم  يركيممممممما

 الةاةويكةولوج 
 كروماتوغرافيا ال ائل عالي الاداء الطور المعكوس. -4

ممممل( ممممب المولممموت المممماا  للةممممودج الارمممموة   2اسممميا م تممم  الو مممب  
الد مرة والمدي يمم الوصموت عليمه ممب كرومايو راتيما اليرشمي  الادمم  تم  

الممممور المعممماك  -ملمممق تممم  كرومايو رايممما السممماال عمممال  اا اءالسممما  ة 
( HPLC, Agilent 1200 Series, 6890N/ 7683 B ةممو  

( .الةمودج ال ياس  المدي ملمق C18 اسيعمات عمو  تواد م اوم للص ا  

(. ويمم اجراااما تم  جامعمة للكةمه Mybiosource \ USAمب شمركة  
 المركو ال وم  ل ووث الةاةويكةولوج /ت  يركيا

  Circular dichrosimازدواجية اللون الدوارة  -5

ليكممو ممموت ( مممب الةمممودج الموضممر  2.2ليركصممو  مممل(  0.2يمم يملصممق  
 Circular لي ةيممة اليرشممي  الادممم  تمم  جامماو او واجيممة اللمموب المم وار

dichroism (CD)   ةمممو Jasco,J815 )  وملممق الةممممودج ال ياسممم
مممل( و  0.2(  وجممم  Mybiosource \ USAالمجاممو مممب شممركة  

تمممممم   ( ليكممممممو ممممممموت. ويممممممم اجرااامممممما تمممممم  جامعممممممة للكةممممممه2.5ليركصممممممو  
 المركو ال وم  ل ووث الةاةويكةولوج /يركيا

 تقدير الكوبيبتين.
لواسممممة ي ةيمممة الي ممم صر  مممااةورم الممممري ا  الكمممومصليصب هورمممموب يمممم قيممما  

.   Mybiosource\ USA( ممممب شمممركة ELISA  )14مةاعيممما  
 كركممممممموكمسيشمممممممدى تممممممم  العممممممموو المةممممممماع   مايلمممممممراليولصمممممممل يمممممممم تممممممم  

قارئ الصديوة المايكروسمكومية  ELX 800 ةو  الجااو  كركوك./العام
 ا مرركية.، BIO-TEK ، INC ،لجااو االصوا

 تقدير تركيز البروتين 
( 15  اوري  مرر ممممة اسمممميا مه اللممممرويصب مممممب ال قي ممممة الكميمممماه لي مممم صر

 ال  مممر مصمممل اللمممومصب اسممميعمل إد ،( 10  العمممالمصب قلمممل ممممب والمومممورة
 BSA )إمدمممماء معامممممل لممممه والممممدي قياسمممم  كمولممموت  Extinetion 

Coefficient=0.67 )ممممممس اللمممممرويصب يداعمممممل المرر مممممة همممممدر وييضممممممب 
  650  عةمم  لمه ااميصماق ي مرأ اللمموب  اورق  مع م ا ليعمم  تمولب كاشمف
 .(16) اللرويصب  يركصو مس ااميصاق ش ة ييةاس  إد( ةاةومير

 تقدير الوزن الجزيئي التقريبي
الموضمر المدي يمثمل هرمموب يم ي م صر المووب الجورام  الي ررلم  للةممودج 

الكممممومليصب لواسمممممة ي ةصيمممم  كرومايو راتيمممما اليرشممممي  الادممممم   اسمممميعمات 
( وي ةيمممممة الاجمممممرة الكارماايمممممة   الم ارةمممممة ممممممس مممممموا  G-50السممممميدا ك   

( .علممما اب ي ةيممة الاجممرة الكارماايممة  11لرويصةيممة معلومممة الممووب الجورامم  
ال ممموم  ل وممموث ي ةيمممة  المركمممو/يممم اجراااممما تممم  جامعمممة للكةمممه تممم  يركيممما

 الةاةويكةولوج .

 النتائج والمناقشة
 عزل وتنقية الكوبيبتين

 سممل  سمماولة يسمميعمل ااسممصيوب ال ممار  كعامممل مرسمم  جصمم  لللرويصةمماه 
للوصمموت علممى الراسمم  اللرويصةمم .  ويظاممر مممب المميالق مةممه و يممماصرر 

 اب يركصمممو الكمممومصليصب تممم  مولممموت الراسممم  اللرويصةممم  المممدي( 1 الجممم وت 
وصممل عليممه مممب مصممل المم م لواسمممة اليرسممص   ااسممصيوب ال ممار  اعلممى 

 مب يركصور ت  مصل ال م , وق  يم اهمات الراش  لالور مب الكومصليصب.
يسميا م كروميو راتيما اليرشمي  الادمم  لدصمل المرك ماه الوصويمة وعا ة 

 علمىالدصمل  عممو يويموي عيما  على وجم جورااياما واشمكالااوصث  اا
لدصمممل  ويمممم يملصمممق ي ةيمممة اليرشمممي  الادمممم (  G-50السممميدا ك   همممدم

اليمم  وصممل علصامما لواسمممة اليرسممص   ااسممصيوب ال ممار  الممموا  اللرويصةيممة 
وجممو  ومموميصب  (1 مممب مصممل المم م . لصةممه الةيممااط الموضمموة  الشممكل 

(  للمرك مممممماه اللرويصةيممممممة المدصممممممولة مممممممب الراسمممممم  Bو Aلممممممرويصةصيصب  
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مممل(  92.7وكمماب وجممم الرو مماب للوومممة ااولممى   اللرويصةم  لدسممصيوب .
مممل( ول مم  يلممصب اب الوومممة  219.8لصةمما وجممم الرو مماب للوومممة الثاةيمة  

( اعمممممه اعلممممى يركصممممو للكممممومصليصب وعمممم ه لممممدلك الوومممممة Bاللرويصةيممممة  

لعمم م وجممو   Aاللرويصةيممة الدعالممة والممثلممة للكممومصليصب ويممم اهمممات الوومممة 
 يركصو للكومصليصب تصاا.

وادصمممة ةيمممااط مراومممل ية يمممة الكمممومصليصب ممممب مولممموت راسممم  ااسمممصيوب 
 (1  ال ار  م رجة ت  الج وت

 

 
 م(والحاوي على  105*1.5(المظهر الجانبي للروغان محلول الرا ب البروتيني بتقنية الترشيح الهلامي با تخدام العمود ذي الابعاد )1الشكل )

 (50-الهلام  يفادكس )جيمادة 
 

 ( خلاصة نتائج مراحل تنقية الكوبيبتين من مصل الدم1جدول)
الحجدددددددددم  مراحل التنقية

الكلدددددددددددي 
mL 

تركيددددددددددددددددددز 
 الكوبيبتين
Pg/mL 

تركيدددددددددددددددددددددددددز 
البددددددددددددددددروتين 

Mg/mL 

تركيددددددددددددددددددددددز 
البدددددددددددددروتين 

 Mgالكلي 

التركيدددز الكلدددي 
للكددددددددددددددوبيبتين 

Pg 

الفعاليددددة الكليددددة 
للكددددددددددددددددددوبيبتين 

Pg/Mg 

عددددددددددددددددددد 
مدددددددددددددددرات 

 التنقية

الا دددتعادة 
% 

 100 1 1.31 3410.8 2584 76 100.32 34 مصل الدم

محلددددددددددول الرا ددددددددددب       
 البروتيني

22 141.5 

 

62 1364 3113 2.28 

 

1.74 91 

 الترشيح
 الهلامي

الحزمدددددددة 
B 

10 259.8 5.7 57 2598 45.5 34.79 76 

 
قممممم  او ا   عممممم  عمليمممممة  الكمممممومصليصب( اب 1 لصةمممممه الةيمممممااط تممممم  الجممممم وت 

اليرسممص  وهممدا قمم  يكمموب  سممل  ورمما ة ة مماوة الكممومصليصب . وكممدلك ةدوممي 
ورا ة ت  اليركصور  ع  عملية اليرشي  الادم  ليص   عم   ممراه الية يمة 

( وللياكم  ممب ة ماوة 76( كدلك لل ه الةسم ة الماويمة لدسميعا ة  34.79 
يمم اجمراء ي ةيمة االاجمرة  ( ممب مصمل الم مBالكومصليصب المعووت  الوومة 

وي ةيممممة كرومايو راتيمممما السمممماال عممممال  اا اء  SDS-PAGEالكارماايممممة 
RP-HPLC 

 الهجرة الكهربائية-1
( والممثلمممه لارمممموب الكمممومصليصب المة مممى ممممب Bالووممممة الثاةيمممة   اظامممره

ي ةيمة الاجمرة ممب امدت مصل ال م لي ةية اليرشي  الادمم  ووممة تر يمة 
وهمممدا  (2وكمممما موضممم   الشمممكل   SDS-PAGEالكارماايمممة  اسممميا ام 

 39( علممى اب الكممومصليصب هممو لليصمم  اومما ي ويويمموي علممى 17صيدممق مممس  
 وام  امصة .
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 للكوبيبتين المنقى جزئيا من مصل الدم مع المواد البروتينية القيا ية SDS-PAGE( الهجرة الكهربائية 2الشكل )

( اللمومصب اللمي  , الووممة C( يمثمل ااةسمولصب, الووممة  B( ممب اليرشمي  الادمم  , الووممة  B( يمثل الكمومصليصب المة مى جوايما الووممه  Aالوومة  
 Dامصلصو , الووم  -( يمثل الداEدمة معلومة الووب الجورا ( يمثل مجموعة لرويصةاه كع 
 

 كروماتوغرافيا ال ائل عالي الاداء الطور المعكوس. -2
 يممم الوصمموت( اليمم  Bالوومممة  الكممومصليصب المة ممى جوايمما ة مماوة  يممم ي مم صر

ةظام كرومايو راتيما السماال عمال   مب ادت علصاا مب اليرشي  الادم 
لمعرتممة  واسمميا م المولمموت ال ياسمم  للكممومصليصب اا اء  المممور المعكممو (

 /ممممل  0.5وممممب ااسممميجا ة يومممه الشمممرو) الياليمممة :  سمممرعة ااةسممميا : 

 205.8 قي ة(   رجة الورارة ,  رجة ومرارة الموميا(  المموت المموج  , 
( 3ةيممممممااط تمممممم  الشمممممممكل  ( واظاممممممره الMpa 12ةاةومير( الضمممممم ا  : 

( وجو  ووميصب الوومة ااولمى  ااساسمية ( والووممة الثاةيمة 2والج وت  
(  قي ممممة علمممممى 3.427( و 2.280واليمممم  ظاممممره عةمممم  وممممممب اوي مممما   

 اليوال   الةس ة للمولوت ال ياس .
 

 
 ( كروماتوغرام المحلول القيا ي للكوبيبتين3الشكل )
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 ( من الترشيح الهلامي.Bللمحلول القيا ي والنموذج )الحزمة  RP-HPLC( البيانات من 2جدول)
 ارتفاع الحزمة دقيقة /زمن الاحتباس  الحزمة ا م المحلول

 A 2.280 95.004 المولوت ال ياس  للكومصليصب
B 3.427 35.130 

 مولوت الةمودج
 (Bالوومة  

A 2.333 120.589 
B 3.640 68.174 
C 4.537 3.186 

 

( وجممممو  ثممممدث ومممموم 2( والجمممم وت   4كممممدلك كممممما يدوممممي تمممم  الشممممكل  
-RP( مممب اليرشممي  الادممم  .تمم  ةظممام Bللةمممودج المدصمموت  الوومممة 

HPLC   يومممه ةدممم  الشمممرو) اليممم  م  مممه ممممس المولممموت ال ياسممم  ويعممم

الوومه ااولى  ااساسية(  وق  ظاره الووم الثدث عةم  وممب اوي ما  
 على اليوال . (4.537( و  3.640( ,  2.333 

 

 
 (G-50)( من الترشيح الهلامي  فادكس B(  كروماتوغرام محلول النموذج )الحزمة 4الشكل)

 

 عمممم  م ارةمممممة كروممممممايو رام المولممممموت ال ياسممممم  للكمممممومصليصب ممممممس الةممممممودج 
( وج  اب هةاك يمالق جص  ت  وممب ااوي ما  لمصب الةممودج B الوومة 
( 4( و 3( والمولمممموت ال ياسمممم  وكممممما موضمممم  تمممم  الشممممكل  B الوومممممة 
ب وجمممو  يممممالق تممم  وممممب ااوي ممما   الةسممم ة للةممممودج ( يلمممص2والجممم وت 
( الممثلمممممة لاورمممممموب الكمممممومصليصب المة مممممى جوايممممما ممممممب ي ةيمممممة B الووممممممة 

اليرشممممي  الادممممم  وهورممممموب الكممممومصليصب ال ياسمممم . مممممب اجممممل الياكمممم  اب 
الكممومصليصب المة مممى جوايمما يشممما ة المولمموت ال ياسممم  للكممومصليصب.يم اضممماتة 

ولمموت ال ياسمم  الممى الةمممودج الموضممر مممب مممايكرولير مممب الم 20,  10

يوممه ةدمم  RP-HPLCاليرشممي  الادممم  علممى اليمموال  ثممم مممرر علممى 
 الظرو  السا  ة.

اريدممممممما   يلمممممممصب (3 ( والجممممممم وت 6( ,  5الةيمممممممااط تممممممم  الشمممممممكل  ومصةممممممه 
قممم  او ا  ممممس ورممما ة يركصممممو المولممموت ال ياسممم  المضممما  الممممى  يصبالوممموم

 عمم  م ارةممة الكرومممايو رام  الةمممودج , اضمماتة الممى ث مماه ومممب ااوي مما .
وجممو  يشمما ة او يمممالق لممصب الوومممة  يلممصب( 6( و  5( ,  4تمم  الشممكل  

 Bكمممممدلك يشمممممصر المممممى اب .  للكمممممومصليصب والمولممممموت ال ياسممممم  ( للةممممممودج
( لمه G-50ليرشمي  الادمم  لواسممة سميدا ك   الةممودج المعمووت ممب ا

 ةد  اواق الكومصليصب ال ياس .
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 تر( من محلول الكوبيبتين القيا يمايكرول 10( بعد اضافة )B( كروماتوغرام محلول النموذج الحزمة )5الشكل )

 

 
 تر( من محلول الكوبيبتين القيا يمايكرول 20بعد اضافة )( B( كروماتوغرام محلول النموذج الحزمة )6الشكل )

 
 مايكرولتر من محلول الكوبيبتين القيا ي 20,  10( بعد اضافة Bللنموذج الحزمة )RP-HPLC( البيانات من 3جدول)

 ارتفاع  دقيقة /زمن الاحتباس الحزمة ا م المحلول
 الحزمة

 مايكرولتر 10محلول النموذج بعد اضافة 
 المحلول القيا ي للكوبيبتينمن 

A 2.360 123.850 

B 3.480 86.647 
 مايكرولتر 20محلول النموذج بعد اضافة 

 من المحلول القيا ي للكوبيبتين
A 2.360 157.291 

B 3.480 100.80 
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  تقدير الوزن الجزيئي للكوبيبتين 

 كروماتوغرافيا الترشيح الهلاميتقدير الوزن الجزيئي بوا طة 

يممممم اسمممميا ام ي ةيممممة كرومايو راتيمممما اليرشممممي  الادممممم  تمممم  ي مممم صر الممممووب 
( الواويممة علممى اعلممى Bالجورامم  الي ررلمم  للكممومصليصب  الوومممة اللرويصةيممة 

يركصممممو مممممب الكممممومصليصب. وقمممم  اسمممميا م لاممممدا ال ممممر  عمممممو  الدصممممل دو 
-Gم السممميدا ك   الوممماوي علمممى مممما ة همممد سمممم( X105 1.5اا عممما   

سم( ويم امرار ع   مب المرك ماه معلوممة المووب  97( على اريدا   50
 اليموب ( ل مر  يعصمصب  2000000-204الجورا  الي  ييراو  اوواةاما  

( لكمل مما ة وكمدلك الوجمم Viاواق العمو  مب وصث الوجم الم اال   
 ( المممموا  اليممم  ممممرره4(  ورلمممصب الجممم وت  Voالامممال  ممممب الولص ممماه  

 على عمو  الدصل المسيا م واوواةاا الجوراية ووجوم رو اةاا.

 

 ( العلاقة بين الوزن الجزيئي وحجم الروغان للمواد الم تخدمة في تقدير الوزن الجزيئي التقريبي 4الجدول )
 بتقنية كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي

 مل /حجم الروغان  (الوزن الجزيئي )دالتون  المواد
 60 2000000 ال كسيراب ااورق 

 92 67000 اللومصب مصل ال  ر

 109 45000 اللومصب اللي 

 128 36000 ل سصب

 212 5743 اةسولصب

 289 1051 اوكسصيوسصب

 312 204 اليرميوتاب

 219 4654 الةمودج

 

( صلممصب وجممم الرو مماب لكممل ممما ة م الممل لو ممارريم ووةامما 7الشممكل صوضمم  
الجورامم  , اد يلممصب ظاممور امما مسممي يم ومم   مممب ادلممه الممووب الجورامم  

( اد اب وجمم Bالي ررل  للكومليصب الة ى جوايما ممب مصمل الم م  الووممة 
 مل( 219( كاب  Bالرو اب  للوومة 

 

 
 المنحني القيا ي لتعيين الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي( 7الشكل )

 

يشمممصر ةيمممااط المةوةممم  ال ياسممم  ليعصمممصب المممووب الجوراممم  لي ةيمممة اليرشمممي  
الادمممممممم  علممممممممى اب الممممممممووب الجورامممممممم  الي ررلمممممممم  للكممممممممومصليصب  الوومممممممممة 

B )4645±400 علمى 18كرهما   اليوب( وهدا صيدق مس الةيااط الي  د )
  اليوب(. 5000~اب الووب الجورا  للكومصليصب يساوي  

 SDS-PAGEتقدير الوزن الجزيئي بوا طة الهجرة الكهربائية  -3
كممممما قمممم ر الممممووب الجورامممم  الي ررلمممم  للكممممومصليصب المة ممممى جوايمممما الوومممممة 

(B) مممممب كرومايو راتيمممما اليرشممممي  الادممممم   اسمممميا ام مرك مممماه معلومممممة
( وعةمم  2( كممما موضم   الشمكل  SDS-PAGEلي ةيمة  المووب الجورام  
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رسمم المسماتة اليمم  ي معاما الممموا  اللرويصةيمة واوواةامما الجورايمة الموضمموة 
( يلصب وجو  اا مسمي يم وم   ممب ادلمه المووب الجورام  5ت  الج وت  

( المدصمموت مممب ي ةيممة اليرشممي  الادممم  وكممما ملممصب Bالي ررلمم  للوومممة  

 اليموب(  4513±400  الي ررلم لمووب الجورام  وجم  اب ا (8ت  الشكل  
 (.18وهدا صيدق مس مادكرر  

 

 SDS-PAGE( العلاقة بين الوزن الجزيئي والم افة المقطوعة بتقنية5جدول)

 الم افة ) م( الوزن الجزيئي )دالتون( المواد
1 260000 0.3 

2 140000 0.5 

3 100000 0.6 

 0.9 58000 امصلصو-الدا

4 50000 1.3 

 1.5 45000 اللومصب اللي 

5 35000 2 

6 25000 2.4 

7 15000 2.8 

8 10000 3.2 

 3.7 5743 ااةسولصب

 4.0 4513 الةمودج

 

 
 با تخدام بروتينات معلومة الوزن الجزيئي SDS-PAGE( المنحني القيا ي لتقدير الوزن الجزيئي بوا طة 8الشكل)

 

الحلزوندددي( با دددتخدام -تقددددير التركيدددب اللدددانوي للكدددوبيبتين )الفدددا -4
 تقنية ازدواجية اللون 

( لكمممل ممممب CD  يمممم ي ممم صر اليركصممم  الثممماةوي للكومليممماصب لواسممممة ي ةيمممة
المة مى ( B الةممودج الووممةوكمدلك مولموت  للكمومصليصبالمولوت ال ياسم  

.وقممم  اسممميا م مممم ى ممممب امممموت موجيمممة  الادمممم  جوايممما لي ةيمممة اليرشمممي 
وم رجة ورارة ال رتة  اسميا ام اليمة كمواريو داه  ةاةومير( 400-190 

الولووةممم  -سمممم( وقممم  يمممم الوصممموت علمممى ةسممم ة ماويمممة لدلدممما 0.2ا عممما  
 2.5%( لكمممممممل ممممممممب المولممممممموت ال ياسممممممم  ليركصمممممممو  %1.34( ,  1.32 

ليمر( علمى  /ليكومموت 1.4لير(  ومولموت الةممودج المسميا م   /ليكوموت
اليممموال  .وهمممدا صممم ت علمممى الييممممالق ال ررممم  جممم ا لمممصب المولممموت ال ياسممم  

( للمولممموت ال ياسممم  . 1-9ومولممموت الةمودج.كمممما همممو موضممم   الشمممكل  
 (.B( لمولوت الةمودج الوومة  1-10والشكل  
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 للكوبيبتين( للمحلول القياس CD( تقنية )9الشكل )

 

 
 ( .B( لمحلول النموذج الحزمة )CD( تقنية )10الشكل )
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Abstract 
This study included isolation and purification of copepin hormone from heart disease patients serum using 

different biochemical techniques. The study showed two proteinous peak has been isolated by gel filtration 

(Sephadex G-50) from the precipitation by cold acetone, the results predicted that (peak B) has a high 

concentration of copepin . Furthermore, the purity of the isolated copeptin ( peak B) had been identified by SDS-

poly acryl amide gel electrophoresis and the reverse phase high performance liquid chromatography in which 

results showed agood identity in retention time between the standard and the isolated copeptin (peak B) . 

The approximate molecular weight of partially purified copeptin peak (B) was (4654±400 Dalton , ±4513 400 

Dalton) using gel filtration chromatography  (Sephadex G-50) and (SDS-poly acryl amide gel electrophoresis) 

technique respectively . 

The study of secondary structure (α-helix) to copeptin hormone by the (Circular Dichroesim) showed the 

percentage of the (α-helix) between the standard solution of copeptin and sample solution (peak B) was good 

match.     


