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 الممخص
ثروتيليممة ثتيليممة  قمتمميًتممي إصممى اذ  .ثاسممتاداي التيليمماح ال ياتيممة الماتم ممةالإلسمماً  ديمصممى مممً  ثايروردوكسمميً ردكتيممزتضمممً الث ممل إصممى إلممزيي ال

روتيلمم  اللممات  مممً امميممة الترسمميا ثكثريتمماح لمراسمما الث G-100 سممي ادكسثمميل قمممي ثروتيليممة ثاسممتاداي و  G-50 سممي ادكس لممو  الترشمميا الميممم 
. 561+ 550861  ( التم  كالمح ث مدودG-100ثإسمتاداي تيليمة الترشميا الميمم  ) وزً الجزيئم  التيريثم المقمدر . و %(56) الاموليوي ولمو    دالتموً

أشمارح  SDS-PAGEالمجمر  الكمرثائيمة لمو   المد اسمتاداي تيليمةو  سمميموز -DEAEمً لمو   يول الأالد استاداي التثادى  لزيياً هلاو  زمتيً للإ
 يمول الأممً امميمة التثمادى لكمى قممة لاتجمة و زممة وا مد   G-100وجود  زمتيً متيارثتيً لميمة اللاتجة مً اممود ال صمى لمو  سمي ادكس  اللتائ  الى

 .دالتوً 018 + 60585جزيئية  أوزاًذاح 
  مام  السمتريو الممل ي م مموىالممى ثاسمتاداي  مايكروغراي/ 588يعمى الد تركيز  الدي صىالمليى مً م لزييلإال رون المثمى لأ مرح اللتائ  أً 

- Na2HPO4 ثممرو( تممي  –وثاسممتاداي رسممي )لايممً وي ممر .ي° 08دقييممة ودرجممة  ممرار   56وزمممً ت ااممى  7والممد أس هيممدروجيل   ممموى/لتر 8.0ثتركيممز
المد اسمتاداي  مموى/لتر اممى التموال  8.858مايكروموى/دقييمة و 8.505مسماوية لمموكالمح ( Km)وثاثح ميكميمس ( Vmax)إيجاد قيمة السراة اليصوى 

6،6 ساسماد  الأ
ثعم  المركثماح الكيميائيمة والدوائيمة اممى إعاليمة الإلمزيي،  تمثثيرتمي دراسمة  وأايمراً . لمايترو  مام  الثلزويمو( -5ثلمائ  ثمايو ثمس) --

المد تراكيمز مثمثط تلاإسم   وكثريتاح الاارصيًمثثط غير تلاإس   ثرومو  ام  الاميولاإس  و مثثط لات هايدروكمورايد -وييكوالديل إًوثيلح اللتائ  
 .لزييلإملشط ليعد  الدكساثامازوًولكً  مً المثثط، ماتم ة

 .مثثطاح، ملشطاح، ثايروردوكسيً ردكتيز إلزيي، إصى، الكممات الدالة:
 المقدمة 

الممممى ( TrxR) (E.C.1.8.1.9)اح الثايرودكسمممميً ردكتيممممز إلزيمممممتعممممود 
اح إلزيممممديً ثلمممائ  الكثريمممح وهممم  يمممر يالث-تيمممدليكمو -اائممممة ال يإممموثروتيً

 Thioredoxin (Trx)كسمميً و در و وااتممزاى ت  ممز ااتممزاى الثاي أكسممد 
(  55)ذو وزً جزيئممممم   المعتممممممد اممممممى المراإمممممه الإلزيمممممم  كيممممممو دالتممممموً

NADPH اإممراد هممذع العائمممة همم  دايمممراح متجالسممة ,Homodimers 
 Prosthetic كمجموامة ترقيعيمة FADد  إرايمة لمما مجموامة كمى و م

group  ألمممممم رتثممممماطالا, موقممممم NADPH  ثلمممممائ  الكثريمممممح إممممم  موقممممم  و
 .[1]والااتزاى كسد لأعممية ال عاى ال الجزءهو و اللماية الاميلية 
وامزى  E. coli [2] ممر  ممً ثكتريما لأوى TrxRالمم إلمزييشما  وليم  

, Holmgren [3] مً قثمى الثا مل 1977  ااي مً اللسي  الثيري إ 
المليى مً الاييما السمرطالية اليديمة  لزييً الإثثاثثح  1996 وإ  ااي 
هممو T(T-cells ) او مممً اييمما Lung adrenocarcinomaالرئويمة 
امممى مممدى واسمم   TrxRيعمممى إلممزيي  .[4]يو يسممميل  مماوي امممى ثممروتيً
 ممماإ  اميممم  المممذي ي Trx الثايروردوكسممميً أهممممما [5]الأسممماس مممموادممممً 

6،6الإلزيي ثالشكى الماتزى وكذلو يعمى امى ماد  
ثلمائ  ثمايو ثمس  --

-5,5`dithio-(2 (DTNB)  لمممممممممممممممايترو  مممممممممممممممام  الثلزويمممممممممممممممو(-5)

nitrobenzoic acid)  إضمي امً كولم  يعممى اممى ممواد غيمر  اويمة
 . [6]ليحيالمؤكسد والسم Cامى الكثريح ملما إيتاميً 

 Trxمممً امميى ااتزالمم   كسممد لألثوصمم   مضممادا  TrxR إلممزيييشممارو 
الممى الشممكى الماتممزى ال عمماى ليممداى إمم  ت مماايح اممد  المؤكسممد وت ولمم  

 أوسمماطمممً ثيروكسمميد الميممدروجيً  إزالممةإمم  امميممة  Trxمسمماهمة ملممما 
 Trxالثايروردوكسيً ثيروكسميديز إلزييوت ول  الى ماء اً طريه اد  

peroxidase  وكمممممذلو اسمممممتادايTrx  ثلممممماء الممممممم الماتمممممزى إمممممم  امميمممممة
DNA  تيمممممممممد ردكتيمممممممممز رايثوليوكميو  إلمممممممممزييثمسممممممممماهمت  إممممممممم  ت ممممممممماايح

Riboneucleotide reductase  إضمممي امممً مسممماهمت  مممم  اواممممى
المممد امميمممة استلسممما  الجممميً   Transcription factorالاستلسممما 

Gene transcription  [7] ممممماي ماتم مممة داامممى الجسمممي لأداء  .
  دور ثمممارز إممم  امميمممة ااتمممزاى لممم TrxR  إلمممزيي الدراسممماح ثممماً أثثتمممحو 

وت ولمم  المى إيتمماميً  Dehydroascorbic acidالمؤكسمد  Cإيتماميً 
C  الماتزىAscorbic acid  الأكسمد ممً مضماداح  الأايمرالذي يعد 

. إضمي امً  [8]و مائن ماتم مة لأداء Super antioxidants اليويمة
يمعممممممما دور مممممممممي إممممممم  ال سممممممممجة المرضمممممممية  TrxR إلمممممممزييذلمممممممو إمممممممثً 

Pathphysiologic  وي المزملمممممممممة مثمممممممممى الرومممممممممماتيز الرثممممممممم للأممممممممممرا
Rheumatoid arthritis  العممموز الملممماا ,AIDS   الأورايوثعممم 

تممزاى دااممى الااو  كسممد الأ امميمماحدور ممممي إمم  تل ميي ولمم   ،[9]الاثيثمة
إصمى  الث مل المىيممدن همذا   .[10]المثمرم  مماموتالامية, لمو الاميمة 

ومممً ثممي ماتم ممة إصممى داي تيليمماح الممدي ثاسممتا مصممىمممً  TrxR إلممزيي
ثعم  وتمثثير  و مرون اممم  المثممى ة ركيمالص ات  لا ية المً  ت دراس

، إضممي اممً اسممتاداي كيميائيممة والدوائيممة الماتم ممة امممى إعاليتمم المممواد ال
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الالزيي المعزوى كعيج وتطثيي  امى  يوالماح تجمارا مصماثة ثمثمرا  
 .ماتم ة مثى امرا  اليما

 لعمل المواد وطرائق ا
مممممً ممممى  588ثكميمممة ممممً الاصمممم اء و المممدي  مصممممىتمممي ال صممموى اممممى 

 أصماثت ثعمد التثكمد ممً امدي  ،مصرن المدي المركمزي إم  م اإ مة ليلموى
وثعمد جمم  العيلماح تمي  متاصصيً أطثاءتذكر اً طريه  أمرا ثثي 

 :وه  كالآت  امي  ثشكى مثاشرأجراء اطواح التليية 
 Protein precipitation ترسيي  البيروتين بالإزاحية الممحيية. 0

by salting out      
ممممً المصمممى لترسممميا الثمممروتيً الصممممثة اسمممتادمح كثريتممماح الاموليممموي 

ثصممممور  تدريجيممممة ممممم   ،% 56 تشممممث  ةوثدرجمممم [11]ثالإزا ممممة المم يممممة 
ي، ومً ثمي ° 4الت ريو المستمر ثالم رو الميلاطيس  الد درجة  رار  

 تترسا جمي  الثروتيلاح.لسااة إ  الثيجة  24ترو الم موى مد  
 Separation of the. فصييل الراسيي  بييالطرد المركييزي المبييرد 2

precipitation by cooling centrifuge  
إصممى الراسمما اممً السممائى الرائممه ثجممماز الطممرد المركممزي ثعممد الترسمميا 
الراسما  أضمين المى ، ثميدقييمة 06ولممد    x g 9000  المثمرد ثسمراة

ممممماء الميطمممر، وثعمممد  سمممماا  جمممي م ممممموى اقمممى كميممممة ممممً ال لم صممموىا
ة الثمممروتيً ثطرييمممة الراسمما الثروتيلممم  والسمممائى الرائمممه اللمممات  قمممدرح كميممم

إم  م مموى الراسمما TrxR  إلمزييوقيسمح إعاليمة  ،[12] لاوري الم مور 
 Holmgren ثاسممممممتاداي طرييممممممة الثمممممما ثيًالثروتيلمممممم  والسممممممائى الرائممممممه 

روتيلممممم  والسمممممائى . ثمممممي   ممممم  م مممممموى الراسممممما الثBjornstedt [13]و
 ي ل يً استادام  إ  الاطواح الي ية.° 20-الرائه إ  درجة  رار  

   Dialysis. الفرز الغشائي )الديمزة( 4
ثاسممتاداي  (5امميممة ال ممرز اليشممائ  لمراسمما اللممات  مممً الاطممو ) أجريممح

وذلممو   m 0.1ثتركيممز NH4HCO3)م ممموى ثيكارثولمماح الاموليمموي )
واسمتادمح امميمة ال مرز  Donnan effect [14] دولماً تمثثيرلتجلما 

 50888جزيئيممة اقمى مممً  أوزاًكممى الثروتيلماح التمم  لمما  لإزالمةاليشمائ  
اللمممممات  ممممممً امميمممممة  كثريتممممماح الاموليمممممويدالتممممموً وكمممممذلو ايولممممماح ممممممما 

مئويمة مم  الت ريمو ثمالم رو  0تمح اممية المديمز  المد درجمة . الترسيا
لممد  ثميل  ولماح الاموليمويم مموى ثيكارثالميلاطيس  م  ضرور  تثمديى 

لتمماء ممً امميمة ال مرز سااة. وثعد الا 50واستمرح العممية لمد  مراح 
 ساا ال جي اللمائ  لمم موى اللات  وتيمدير كميمة الثمروتيً  اليشائ  تي

ثمي   م    TrxR لزييالى تيدير إعالية الإ إضاإةثطريية لاوري الم ور  
 .اىل يً الاستعم ي° 58-  الم موى إ  درجة

  G-50. كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي باستخدا  سيفادكس 5
والممذي  [15,3]( سممي ( 85 2.4اسممتادي امممود ال صممى ذو الأثعمماد 

G-50 (Sephadex G-50 )ي تموي اممى هميي السمي ادكس ممً لمو   
كيمممممممو  30 صممممممى المركثمممممماح ذاح الأوزاً الجزئيممممممة ليايممممممة ماصمممممم  لال

ال جمممي   سممماسمممي، و  75إممم  العممممود . وثممممر ارت ممما  المممميي [16]دالتممموً
)ثثسمممممتاداي الترثتوإممممماً  Internal volume( Viالمممممداام  لمعممممممود )

(Trp)) ( وال جممي الاممارج  لمعمممودVo )Void volume  ثثسممتاداي(

  العمممود ليمممر  التممم   يلممح إمم (Blue dextranالدكسممتراً الأزره 
ى ممى ممً الم ممو  0اذ تي  يً العمود ثكمية  [17]ت ديد ص اح العمود

 Aوقمد  ممرح لمديلا  مزمتيً ) .(0مً اممية الديمز  )الاطو  رقي اللات  
   .(5)الشكى  أامى إعالية لواية للإلزيي A( وأاطح ال زمة Bو 
 Lyophilizer . تقنزية التجفيد 6
 لمممزييااليمممة لإلوايمممة التممم  أ ممممرح إعاليمممة  تج يمممد ال زممممة الثروتيليمممة تمممي

TrxR  اللاتجممة مممً امممود ال صممى لممو  وSephadex G-50  الممى ثمممل
ي  تممى يممتي ° 58-و   ممح الممد درجممة  ممرار   ةالعيلمم حأاممذثممي   جمممما،

 تميئتما لماطو  التالية.
 G-100. كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي باستخدا  سيفادكس 7

( سمي والمذي ي تموي اممى ( 85 2.4اسمتادي اممود ال صمى ذو الأثعماد 
ثممممر اذ . G-100 (Sephadex G-100)هممميي السمممي ادكس ممممً لمممو  
 جمي الروغماً   مدد، و ممى 876ث جمي  سمي 70ارت ا  الميي إ  العمود 

لمممممواد اليياسمممية التممم   يلمممح إممم  العممممود ليمممر  ت ديمممد صممم اح العممممود 
يجاد مل ل  قياس  لت ديد الوزً الجزيئم  التيريثم  )لم زمم الثروتيليمة  ةوا 

 التممم واد إمم  امممود ال صممى و ذاح ال عاليممة العاليممة اللاتجممة مممً  يممً الممم
( ممممً اممميى رسمممي العيقمممة الاطيمممة ثمممميً ً جممموي روغالمممما أيضممما  مممددح

 . [18] جوي روغالما ولوغاريتي أوزالما الجزيئية المعمومة
م مممموى ال وسممم اح الفصيييل:  عميييودالميييواد والمحالييييل المسيييتخدمة فيييي 

، الم مممموى الثروتيلممم   0.1Mوثتركيمممز  7الممممل ي ذو أس هيمممدروجيل  
اممود ال صمى الاوى(، إم  )تسمتادي  0رقمي  )لمراسا( اللات  ممً الاطمو 

اممود ال صمى إم  )تسمتادي  5  رقمي الم موى الثروتيل  اللات  مً الاطو 
( ل سممماا ال جمممي المممداام  Trpالثمممال (، ال مممام  الاميلممم  الترثتوإممماً )

 Blue dextranالدكسمتراً الأزره، Internal volume( Vi) لمعمود

وممواد قياسمية  Void volume( Voل ساا ال جمي الامارج  لمعممود ) 
المكسمممموكايليز  إلمممزيي) TrxR لمممزييمسمممتادمة لت ديمممد الممموزً الجزيئممم  لإ

Hexokinase  ،اميميمممممز -ال ممممما إلمممممزيي-amylase ، ألثممممموميً مصمممممى
 Egg، ألثموميً الثمي  Bovine serum albumin( BSAالثيمر )

albumin ثثسممميً، ال  Pepsin  ًوالثممماثيPapain ًالالسمممولي ، 

Insulin .)  وادغممراي )مممً الممم 8.5 الم اليممى اليياسممية ثإذاثممة ح ضممر 
ومممً ثممي أجريممح امميممة  يممً  مممى مممً الممماء الميطممر 58اليياسممية( إمم  

إممم  اممممود ال صمممى واممممى  ممممى 8ث جمممي  ًالممممواد اليياسمممية الممممذكور   ل ممما
والمممذي  pH 7ثمممالم موى الممممل ي جمممدراً اممممود ال صمممى تثعمممما اليسمممى 

. أجريممح امميممة Elution solutionكم ممموى روغمماً  ًاسممتادي أيضمما
وث اصممى زملمم   مممى /سممااة 58ثمعممدى جريمماً  الأوىلعمممود مممً االجممم  
امميمة الجمم  كالمح  معمود الثال  إيمدلاما  ،لكى جزء ثيل دقائهميدارع 

دقممائه لكممى جممزء  6وث اصممى زملمم  ميممدارع  مى/سممااة 06ثمعممدى جريمماً 
ممممى المممذي يع Fraction collector ثاسمممتاداي جمممماز جمممام  الأجمممزاء

تممممممح متاثعمممممة الم تممممموى الثروتيلممممم  ممممممً اممممميى قيممممماس  ثل ممممماي المممممدقائه.
 UV-Vis) الامتصاصمممممية للأجمممممزاء الم صمممممولة ثجمممممماز المطيمممممان

Spectrometer-PD 303UV ) لممالومتر.  508 الممد طمموى ممموج
إمممم  كممممى جممممزء مممممً الأجممممزاء  TrxR إلممممزييمتاثعممممة إعاليممممة  إضمممميً اممممً
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إعاليمة أاممى ل اوية اممى الأجزاء الثروتيلية ا حجمع، ومً ثي الم صولة
 .يةإلزيم

 Lyophilizer . تقنزية التجفيد 8
 لممممزييلإ إعاليممممة لوايممممة أامممممىذاح  تج يممممد ال زمممممة الثروتيليممممة اللاتجممممة تممممي

TrxR الثممممال  مممممً امممممود ال صمممممى (Sephadex G-100) وثعمممممد ،
ل ممميً  ي° 58-و   مممح ثدرجمممة  ،ثميئمممة صممممثة لمممزييممممى الإال صممموى ا

 يمول اممى اممود التثمادى الأتمي اممرارع اذ  .استادام  إ  الاطو  الي يمة
التممم  يعممممى ثمممما  مممرون المثممممى الليمممر  ت ديمممد  لمممزييإعاليمممة الإ ةدراسممو 

والأس  سمماسوالم ممموى المممل ي المسممتادي وممماد  الأ لممزييتركيممز الإوهمم  
 .الميدروجيل  وزمً الت ااى ودرجة  رار  الت ااى

   يونزيكروماتوغرافيا التبادل ألأ. 9

Ion exchange chromatography 
اللمممات  ممممً اممممود ال صمممى الثمممال  ثعمممد امميمممة التج يمممد المممى  لمممزييممممرر الإ

اسمممتادي إممم  همممذع التيليمممة اممممود ذو الإثعممماد السمممالا اذ  يمممول المثمممادى الأ
 لمممو  السمممالا يمممول الأوالمممذي ي تممموي اممممى المثمممادى سمممي   3.2)×40)

Diethyl amino ethane - cellulose (DEAE-Cellulose)
 

 ال عالمة المجمامي ث يمل ت ممى  قاامدي ثم مموى مسثيا اومى والذي [5]
 الموجمممود الممراتل  أامممى العيلممة توضمم .  الميدروكسمميى أيولمماح امممى إيمم 
اذ  العمممود امميى الميئممي المممل ي الم ممموى يمممرر ثممي  ال صممى امممود إمم 
 ولمممىلأا ، ممممر متيً اممممى الشممم لة المتثايلمممة المركثممماح إصمممى امميمممة تمممتي

 تلييتمما الممراد المشم ولة لمممواد Adsorption صا مدا اممية  دول
 لمتثمممادى ال صممى ممماد  اممً وازالتممما إصمممما والثاليممة ، ال صممى ممماد  امممى

 سممممتادايإ طريممممه اممممً وذلممممو شمممم لتما امممممى ااتمممممادا( الممممراتل ) الأيممممول 
وكالممممح سممممراة pH (7 )اس هيممممدروجيل  ي و  الممممملال وسمممم ات   م اليممممى

تاثعمة الأجمزاء الثروتيليمة م (دقييمة ممى/ 1) Flow rate جريماً الم مموى
لممممالوميتر  280المل صمممممة ثييمممماس الامتصاصممممية الممممد الطمممموى الممممموج  

لم توى الأجزاء المترش ة إ  كى ممً ألاثيما الااتثمار ثاسمتاداي جمماز 
وتمي ( UV-Vis Spectrometer-PD 303UV) المطيمان الضموئ 

مممً امميى  TrxR إلممزييالاسممتدلاى امممى اليمممة الثروتيليممة ال اويممة امممى 
 Holmgren ثاسمممممممتاداي طرييمممممممة الثممممممما ثيً يمممممممةلزيمالإقيممممممماس ال عاليمممممممة 

اذ لمو   اً هلماو  مزمتيً ثروتيليمة لماتجتيً ممً  Bjornstedt [13]و
 . اممية التثادى الايول 

ثعمممممد جمممممم  ال مممممزي الثروتيليمممممة : Lyophilizer . تقنزيييييية التجفييييييد 01
 لم صممموى اممممىج مممدح  يمممول ممممً امميمممة التثمممادى ألأ )اليمتممميً( اللاتجمممة

 . ثشكم  الصما لزييالإ
 الكهربائية الهجرةتقنزية ب الجزيئي الوزن تقدير .00
)ذاح إعاليمة  G-100لميممة اللاتجمة ممً سمي ادكس   الجزيئم  الموزً قمدر

 يمممول اللممماتجتيً ممممً اممممود التثمممادى الأ لميمتممميًلوايمممة االيمممة( وكمممذلو 

 اممى هميي Slab-electrophoresisلمو   الكمرثائيمة المجمر  ثتطثيمه

 Sodium Dodecyl Sulphate ممماد  ثوجممود ثممول  أكرييمايممدال

(SDS)  ضممً الماتم مة  المجمامي  شم لاح إ اطمة اممى تعممى التم 

 أسماس اممى رئيسمة ثصمور  لم صى المجاى ي سا مما الثروتيلية المركثاح

 اللماذج ضمً الماتم ة الثروتيلية المركثاح ثيً الوزً الجزيئ  إ  ال ره

 اللمموذج ممً كمى اممى الكمرثائيمة المجمر  مميمةا طثيمح. [18]المطثيمة

الجزيئيممممممة  الأوزاًذاح  Marker proteinsوالثروتيلمممممماح اليياسممممممية 
 التعمرن اممى وثعمد مؤشمراح لتيمدير الموزً الجزيئم  التيريثم كالمعموممة 

 اليياسم  المل لم  أاتممد واليياسمية، المجمولمة الم صمولة، الثروتيلماح ثيم 

 اليياسمية لمثروتيلماح الجزيئم  يتي الموزًلوغمار  ثميً العيقمة يمثمى المذي

المسممممتادمة والمسمممماإة التمممم  ييطعممممما كممممى ثممممروتيً لمتعممممرن امممممى المممموزً 
 الجزيئ  لملماذج المجمولة.

       TrxR إنززي قياس فعالية . 02

Determination of TrxR activity 
 قثمممممى الطرييمممممة المتثعمممممة ممممممً ثاسمممممتادايTrxR  إلمممممزييإعاليمممممة  قمممممدرح

Bjornstedtو Holmgrenالثممممما ثيً
أاتمممممزاى  والتممممم  تعتممممممد اممممممى (58)

6،6 سمماسممماد  الأ
 لممايترو  ممام  الثلزويممو( -5ثلممائ  ثممايو ثممس) --

5,5`dithio-(2-nitrobenzoic acid)  (DTNB) إلممممزييث عممممى 
TrxR لممممزييمراإممممه الإ ثوجممممود  NADPH ًثممممايو لممممايترو  -6 ليكممممو

 الأصمم ر  TNB (thionitrobenzoic acid-5)  ممام  الثلزويممو
)لا ممم   [19]لمممالوميتر 055المممد ييممماس شمممد  امتصاصممم  مممموً والمممذي ال

ثثلممما اثممار  اممً كميممة   TrxR لممزييتعممرن و ممد  الإالمعادلممة أدلمماع(، اذ 
المى  DNTBالتم  ت موى ممايكروموى وا مد ممً  الثايروردوكسيً ردكتيز

TNB لكى دقيية لكى مميمتر ت ح ال رون الم دد  لميياس. 

 
 النزتائج والمنزاقشة 

ممممً ال ممممة  (Trx, TrxR, NADPH) اي الثايرودكسممميًيعمممد ل ممم
 .[20]والااتمزاى اميى اممى الاميمة  كسمد وممل ي الأ كسد مضاداح الأ

 تمياضماإة المى الثكتريما.  حالثمديياإ   ألسجةمً اد   TrxR إلزييازى 
تشممممير اللتممممائ  اذ  الممممدي، مصممممىمممممً  لممممزيياممممزى الإال اليممممة  إمممم  الدراسممممة

ارت عمممح اممميى  لمممزيياليمممة اللوايمممة للإ( إً ال ع5)دوىالموضممم ة إممم  الجممم
الالمزيي اممياح التليية لمراسا اللات  مً اممية الترسميا ميارلمة ث عاليمة 

كممما ارت عممح أكثممر ثعممد امميممة ال ممرز اليشممائ  وذلممو ثسممثا  لمصممىاإمم  
إزالمممممة المركثممممماح الثروتيليمممممة ذاح الأوزاً الجزئيمممممة الصممممميير  )التممممم  تيمممممى 

ادح ثعمد اسمتاداي امموديً ممً وكمذلو ازد [16]  دالتموً  14000امً
والثمممال  لمممو  سمممي اديكس  G-50أاممممد  ال صمممى، الأوى لمممو  سمممي اديكس 

G-100 لم صممممموى  ح ذاح الأوزاً الجزيئيمممممة الماتم مممممةل صمممممى المركثممممما
اذ تي ال صوى اممى تممو  . مر  ((298 وصمح لزييللإ االية امى لياو 

العاليمة والكميمة ذاح ال عاليمة  لمزييللإاليممة  أاممىاللياو  مً امميمة جمم  
-DEAEلمممممممو   يمممممممول الأوالمممممممد اسمممممممتاداي المثمممممممادى  اليميممممممممة لمثمممممممروتيً

cellulose  وصمممح اممدد مممراح التمم   لممزييوجممد اً هلمماو  ممزمتيً للإ
لميمممة مممر   076و Aلميمممة مممر   885  لممزييلمو ممداح ال رايممة للإ التلييممة

B. 
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 السمي  مصل الإنزسان من Trx-R إنززي خطوات تنزقية  :1الجدول 
الحج   ت التنزقيةخطوا

 )مل(

تركيز البروتين الكمي 
 )ممغ /مل(

 الفعالية
   /مل(إنززي )*وحدة 

X01 -5 

الفعالية الكمية 
 (إنززي )وحدة 

X01 -5 

 الفعالية النزوعية
/ممغ  إنززي ) وحدة 

 بروتين(

عدد مرات 
 التنزقية

الاستعادة 
% 

 100 1.0 8.8587 056 0.56 56.57 100 مصل الد 

 الترسي  بكبريتات
 65الامونزيو  %

86 08.80 5.01 505.56 8.5601 8 60.5 

 5.5 5 8.805 56.15 8.500 5.056 18 الراشح

 65.1 0 8.508 586.10 5.55 55.18 80 الديمزة لمراس 

 Sephadex G-50الترشح الهلامي  النزاتجة من عمود الفصل  القم
 A 65.6 8.7567 8.08 570.6 0.76 76 08.8القمة 
 B 58.0 8.15 8.88 50.50 8.57 68 55.6القمة 

 Sephadex G-100 الترشح الهلامي  النزاتجة من عمود الفصل  القم
 A 57.8 8.5550 0.5 550.55 50.17 510 57.5القمة 
 B 55.8 5.805 5.5 51.50 5.078 58 0.7القمة 
 C 56.8 8.5850 5.06 87.0 55.80 518 1.8القمة 

 سيميموز -DEAEنزوع   يونزيلتبادل الأا النزاتجة من عمود الفصل  القم
 A 56.8 8.55 5.80 60.6 51.6 885 50.5القمة 
 B 55.8 8.87 5.55 66.55 88.50 076 58.8القمة 

لكممى دقييممة / مميمتممر ت ممح ال ممرون الم ممدد   TNBالممى  DNTBالتمم  ت مموى مممايكروموى وا ممد مممً  Trx-R: همم  اثممار  اممً كميممة لممزيي*و ممد  الإ
 .لميياس

 

I- روماتوغرافيا الترشيح الهلامي:ك 
اسمممتادمح همممذع التيليمممة إممم  امميمممة إصمممى المركثممماح الثروتيليمممة التممم  تمممي 
ال صممموى اميمممما ممممً الترسممميا ثكثريتممماح الاموليممموي )ثعمممد أً اجمممري لمممما 
امميممة ال ممرز اليشممائ (. وقممد اسممتادي إيممما امممود ال صممى ال مماوي امممى 

ال ماوي اممى ثمي ثعمد ذلمو اممود ال صمى  Sephadex G-50هيي لمو  
ذاح إعاليممة االيممة  تيًلو  ممح  ممزموقممد  G-100همميي السممي ادكس لممو  

كممماً  جممموي روغالمممما ( 1 شمممكى( )الG-50عممممود ال صمممى )لمممو  ل لمممزييللإ
إعاليممة لوايممة تتركممز  أامممى أاطممى لممزييووجممد اً الإمممى  180مممى و 97

 مميمممي/يمممة إلزيمو مممد   4.75( التممم  كالمممح 5إممم  اليممممة الاولمممى )الشمممكى 
( ، 5)الجمدوى  الاماي لزييممر  ميارلمة ثمالإ 76دد مراح التلييمة ثروتيً وا

إممم  العممممود الثمممال  الم تممموي اممممى هممميي لمممو   الأولمممى  يلمممح اليممممةثمممي 
ثميل  مزي  أاطمى اً روغاً الم اليمى الثروتيليمة اذ G-100 سي ادكس

 325.5و ممى 180و  ممى  106ثروتيليمة وكماً  جموي روغماً كمى قممة 
 يمممممةتتركممممز إمممم  ال ألممممماوجممممد  يممممة الإلممممزييإعال ومممممً امممميى متاثعممممةمممممى 

 18.97 لممممزييللإكالممممح ال عاليممممة اللوايممممة  ( التمممم 2 )الشممممكى (A)الأولممممى
 لزييثمالإممر  ميارلمة  510 مميي ثروتيً وادد مراح التليية/ية إلزيمو د  
 أممما .(3والتمم  اسممتادمح إيممما ثعممد لتيممدير المموزً الجزيئ )الجممدوى  الامماي

لو مممداح قمممد تعمممود المممى ا ((B)قممممة 5الشمممكى ال زممممة الثروتيليمممة الثاليمممة) 
 ال زمممممة الثروتيلممممة الثالثممممةو اللاتجممممة مممممً امميممممة التلييممممة  للإلممممزييال رايممممة 

 الممممى زيمممماد  إعاليممممة الإلممممزيي لتيجممممة تواجممممد ثيايمممما ممممماد ( قممممد تعممممود C)قمممممة
ثشممكى رئمميس الالممزيي يعمممى اذ الإلممزيي التمم  يعمممى اميممما الثايروردوكسمميً 

 ,Thioredoxin system (Trx, TrxRكل مماي ثايروردوكسمميً  

NADPH) [20]. 

 

 
 السمي  الانزسانمصل والعائدة ل Sephadex G-50 النزاتجة من عمود الفصل   TrxR نززي روغان الحزمة البروتينزية لإ  حجو : 0الشكل 

 ة الترشيح الهلاميبواسطة تقنزي
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 السمي  الانزسانمصل والعائدة ل Sephadex G-100 د الفصل  النزاتجة من عمو  TrxR نززي روغان الحزمة البروتينزية لإ  حجو :  2الشكل 

 بواسطة تقنزية الترشيح الهلامي
 

II- يونزيتقنزية التبادل الأ  Ion exchange technique : 
 امميمممممة ال صمممممى ثتيليمممممةالمممممد  (Bو Aتمممممي ال صممممموى اممممممى قمتممممميً )

سمميموز وم مموى  -  DEAEالسمالا لمو   يمول الأ التثادى كروماتوغراإيا
مممى  508الممد  جمموي روغمماً  7اح المممل ي الممد اس هيممدروجيل  ال وسم 

اذ  G-100اللممممات  مممممً امممممود ال صممممى سممممي ادكس  لممممزييمممممى للإ 885و
 مميمي/يمة إلزيمو د   A  (51.6)لو   اً ال عالية اللواية لميمة الاولى 

لممما  مميمي وامدد ممراح تلييمة/يمة إلزيمو مد   B (88.50 )واليمة الثالية 
 لممزيياً وجممود قمتمميً الممد إصممى الإ ى التمموال .اممممممر   076و 885 هم 

ي تموي اممى و مدتيً إمرايتيً كمما  لمزييواض ة اً الإ أشار ثمذع التيلية 
تتميممممممز تمممممممو  إذ ،[21] واامممممريً Hirtً الثا ممممممل لا ممممم  ذلممممممو كمممممى ممممممم

 الكمممائً ال ممم لسمممي  وث سممما لوايمممة  الو مممدتيً ثتيمممارا الممموزً الجزيئممم 
 .[22] الإلزييالم صوى مل  

 

 
والعائدة   DEAE-Celluloseنزوع  يونزيالتبادل الأالنزاتجة من عمود  TrxR نززي روغان الحزمة البروتينزية لإ حجو  : المنزحنزي يبين  3الشكل  

  مصل الانزسان السمي ل
 

III-  :تقدير الوزن الجزيئي التقريبي بتقنزية الترشيح الهلامي 
ممود ال صمى الوزً الجزيئم  التيريثم  لم زممة الثروتيليمة اللمات  ممً ا قدر

، اذ Sephadex G-100ثاسمممتاداي تيليمممة الترشممميا الميمممم  لمعممممود 
 وذاح ليمممماو  وصمممممح لممممزييأاطممممى امممممود ال صممممى هممممذا أامممممى إعاليممممة للإ

ممً  لمزييلذلو تي استادامما إ  تيدير الوزً الجزيئم  للإ مر  (298)لىا
اممميى إممممرار امممدد ممممً المركثممماح معموممممة الممموزً الجزيئممم  والتممم  تتمممراو  

( امممى امممود ال صممى  5888888 - 580الجزيئيممة ثمميً) أوزالممما دالتمموً
( وكمممذلو Viليممر  تعيمميً امموا  العمممود ممممً  يممل ال جممي الممداام  )

( يثمميً المممواد 8( والجممدوى )Voال جممي الاممال  أو ال ممارل مممً ال ثيثمماح )

 Sephadexالتم  تمي إمرارهما اممى امممود ال صمى ال ماوي اممى همميي )

G-50, G-100والمممد رسمممي  .ئيمممة و جممموي روغالمممما( مممم  أوزالمممما الجزي
 جممممي الروغمممماً لكممممى ممممماد  مياثممممى لوغمممماريتي وزلممممما الجزيئمممم   مممممر اممممط 

( والممممذي  ممممدد مممممً ايلمممم  المممموزً الجزيئمممم  0مسممممتييي كممممما إمممم  الشممممكى )
وهمم  قريثممة لممما   دالتمموً 561+ 550861 ثمممرالممذي  التيريثمم  للإلممزيي 

للإلمممممممممممزيي  Powis [9]و Mustacichوجمممممممممممدع كمممممممممممى ممممممممممممً الثممممممممممما ثيً 
وكممذلو ممم  دالتمموً  كيمممو 109.2تام  مممً المشمميمة والتمم  ثميممح المسمم

  TrxRاً الوزً الجزيئم  لمم [11]وااريً   Maggioliما ذكرع الثا ل
 .كيمو دالتوً 555-550تراو  مً ت حالثديياإ  
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 Sephadex G-100ا  هلا  : الوزن الجزيئي وحج  الروغان لممواد القياسية المستخدمة في تقنزية الترشيح الهلامي باستخد3الجدول 
 حج  الروغان )مل( الوزن الجزيئي )دالتون( أس  المادة

 2000000 99 (Vo )الحج  الخالي  Blue dextranالدكستران الأزرق 

 Hexo kinase 100000 126هيكسو كاينزيز 
 Bovine serum albumin 67000 160ألبومين مصل البقر

 amylase- α 58000 172 اميميز -الفا

 Egg albumin 45000 216ألبومين البيض 

 Pepsin 36000 244الببسين 

 Papain 21000 280البابين 

 Insulin 5750 398لانزسولين ا

 204 437 (¡V)الحج  الداخمي  Tryptophanالتربتوفان 

 118059 *106 (Aالمجهول )القمة ذات فعالية عالية 

ثواسمطة تيليمة الترشميا الميمم  لعممود  المدي مصمىممً  لمزيي ممر إيم   جمي روغماً اليممة الم صمولة للإ( المذي ي8*أاذح هذع الييمة ممً الشمكى رقمي )
 .  G-100ال صى 

 

 
 Sephadex G-100نزوع  : المنزحنزي القياسي لتحديد الوزن الجزيئي بتقنزية الترشيح الهلامي باستخدا  عمود الفصل 4الشكل  

 

IV- ةائيالكهرب بالهجرة الجزيئي الوزن تقدير : 
 تيليمة ثتطثيمه  مزي متيارثمة اممى ال صموى تمي إيد 6 الشكى إ  مثيً كما

 اممى التعمرن تمي وقمد( SDS-PAGEوثاسمتاداي ) الكمرثائيمة المجمر 
 اذ .5 الشمكى إم  اليياسم  المثميً ثمالمل ل  ثالاسمتعالة ةالجزيئيم أوزالمما
ً اللاتجممة ممم Aيمممة متيممارثتيً لتيً لتممائ  التلييممة الممى وجممود  ممزم أشممارح

 وكمممذلو Aلميممممة و زممممة وا مممد   G-100سمممي ادكس  لمممو  اممممود ال صمممى
سممميموز،  -DEAEلممو   يممول مممً امميممة التثممادى الأاللمماتجتيً  Bلميمممة 

المليممى ممً امممود ال صممى  الإلمزيي أًواضمم ة الممى  أشمار اً ذلمو يعطمم  
ي تمموي امممى و ممدتيً إمرايتيً مممً اللممو  المتجممالس  G-100  سمي ادكس

Homodimers  ذلممممو كممممى مممممً الثا ممممل  أشمممماركممممماZhong ًوااممممري 
ولكممً الممد اسممتاداي اليمممي اللاتجممة  جزيئيممة متيارثممة أوزاًذاح  [23,21]

لكممى قمممة إيممط لممو   اً هلمماو  زمممة وا ممد   يممول مممً امممود التثممادى الأ
 018 + 60585 ة تيريثيمةجزيئيم أوزاًذاح لاتجة ولكى قمة لو   المما 

 [11]وااممممريً   Maggioliالثا مممملميممممارا لمممما وجممممدع دالتممموً وهممممذا 
ثواسمطة المجمر  الكمرثائيمة   Fasciola hepaticaالمليمى ممً  لمزييللإ

(SDS-PAGE الذي )ًذكمرع الثا مل م  ماوكذلو  دالتوً 58888كا 
Gabriela ًلمو ممممممممداح ال رايممممممممة ثممممممممثً المممممممموزً الجزيئمممممممم   [24]وااممممممممري

إميمممممد  .دالتمممموً 67888-65888 إمممم  الثممممدياح مممممً  TrxRلممممزييللإ
ممممً أصممملان ماتم مممة تاتممممن إممم  ال جمممي  TrxRشاصمممح إلزيمممماح المممم 

 E. coli [25]والتركيممما والميكاليكيمممة الت  يزيمممة إمممالإلزيي ممممً ثكتريممما 
 Saccharomyces cerevisiaeوإطريممممممممماح اميمممممممممر  الاثمممممممممز 

دالتمموً لكممى  86888لممما وزً جزيئمم  لمو ممداح ال رايممة  [26]واللثاتمماح
وديممداً  [4]ثممدياح ال و مد  إرايممة, ثيلممما إلزيممماح ال ييييمة اللمموا  وتشمممى

وط يمممممممم  الميريممممممما  Caenorhabditis elegans [27]الرثممممممداء 
Plasmodium falciparum [28]   55000لمممممما وزً جزيئممممم-

 دالتوً لكى و د  إراية. 58000
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225  KDa 

150  KDa 

100  KDa 

75  KDa 

50  KDa 

35  KDa 

25  KDa 

15  KDa 

10  KDa 

المحاليل 
       القياسية

 
لعينزة سميمة  TrxR: يوضح عممية الهجرة الكهربائية لإنززي   5الشكل 

 مقارنزة مع المحاليل القياسية
-Gالنزاتجة من عمود الفصل سيفادكس  Aالى القمة : تشير 0عينزة رق  

النزاتجة من عمود التبادل الأيونزي  A: تشير الى القمة 2. ، عينزة رق  100
 النزاتجة من عمود التبادل الأيونزي. B: تشير الى القمة 3، عينزة رق  

 

 
الهجرة تقنزية أستخدا  : المنزحنزي القياسي لتحديد الوزن الجزيئي ب 6الشكل  

 SDS-PAGE ئيةالكهربا
 

V-  إنزييزي دراسية العوامييل الميؤثرة عمييى فعاليية TrxR  المفصيول ميين
 :الانزسان السمي  مصل

اح  ساسة لم رون الاارجيمة مثمى لزيمتكوً الت اايح الت  ت  زها الإ
, سممماس, المممماد  الألمممزييكمممى الت ممماايح الكيميائيمممة, وهكمممذا إممماً تركيمممز الإ

ر امممى معممدى سممراة الت ااممى تممؤث pHالميممدروجيل  والأسدرجممة ال ممرار  
 لممممزيي  لاً جميمممم  هممممذع العوامممممى تممممؤثر امممممى الموقمممم  ال عمممماى للإلزيمممممالإ

وليمر  التعممرن  [17]سماسوالممماد  الأ لمزييوتمؤثر اممى تكممويً معيمد الإ
ثصممور  دقييممة يكمموً مممً الضممروري دراسممة العوامممى  لممزييامممى إعاليممة الإ

يجادالمليى جزئيا  لزييالمؤثر  امى إعالية الإ  رون التم  يعممى ثمما ال وا 
 .لزييالإ

 نززي تركيز الإ  تأثير 1.  
المليممى  لممزييثوجممود تراكيممز ماتم ممة مممً الإ TrxR إلممزييتممي تيممدير إعاليممة 

 800 –50دي شممممممما  سمممممممميي تتمممممممراو  مممممممماثيً )  مصمممممممىجزئيممممممما ممممممممً 
( العيقمة ثميً 7ويثميً الشمكى ) ساسمايكروغراي/مى( م  توإر الماد  الأ

, الأامرىثثثموح العواممى  لمزييلإروتيً كمصدر لالثوتركيز  لزييإعالية الإ
المليمى  لمزيي  تمزداد ثزيماد  تركيمز الإلزيماذ يي   اً سراة الت ااى الإ

 250مايكروغراي/ممممممممممى ثمممممممممي الا ممممممممم  المممممممممد تركيمممممممممز  200المممممممممى  مممممممممد 
 لمزييممايكروغراي /ممى ممً الإ 200مايكروغراي/مى وامي  ااتممد التركيمز 

 إ  جمي  التجارا الي ية.
 

 
عمى  للنززي كمصدر المنزقى البروتين التراكيز المختمفة من  تأثير:  7 الشكل

 الفعالية
 

 المحمول المنزظ  تأثير 2.
الم اليمممى  تمممثثيرتممممح دراسمممة  اختييييار نزوعيييية المحميييول المييينزظ : 1.2.

س هيمدروجيل  أو  مموى/لتر 5ثتركيمز  TrxR إلمزييالمل مة امى إعاليمة 
 HCl-ايميممممممدازوىة مممممممً الماتم ممممممإيممممممد اسممممممتادي الم اليممممممى المل مممممممة  7
والم ممممممممموى المممممممممل ي  ,Tris-HCl و Na2HPO4-السممممممممتريو  ممممممممام و 

K2HPO4-KH2PO4 وNa2HPO4-NaH2PO4  ثيلممممممممح اللتممممممممائ  إذ
 Na2HPO4 -م مممموى ممممل ي همممو م مممموى  مممام  السمممتريو أإضمممىاً 

لممممذلو تممممي اسممممتادام   (0)الجممممدوى  لممممزييإعاليممممة للإ أامممممى أاطممممى يممممل 
 كم موى مل ي إ  الاطواح الي ية.

 المحمول المنزظ  :               تأثير .2
 تركيز المحمول المنزظ :2.2.

تمتممممماز الم اليمممممى المل ممممممة ثكولمممممما مياوممممممة لمتييمممممر إممممم  تركيمممممز ايممممموً 
الميمممممدروجيً المممممد اضممممماإة كميممممماح قميممممممة ممممممً  مممممام  او قاامممممد  المممممى 
الم مممموى وتعمممد معرإمممة تركيمممز الم مممموى الممممل ي ضمممرورية لييممماس إعاليمممة 

لمممممو  داي تراكيمممممز ماتم ممممة ممممممً الم ممممموى الممممممل ي اح, وتمممممي اسممممتالزيمممممالإ
س موى /لتمر( وثمث 1.6 -0.2وثمدى ) Na2HPO4 – ام  الستريو 

كالمح المد  TrxR لمزييإعاليمة للإ أاممىوثيلح اللتائ  اً  7هيدروجيل  
 (.0موى/لتر( مً الم موى المل ي وكما مثيً إ  الشكى ) 0.4تركيز )
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 TrxR معمى فعالية الإنززي : تأثير نزوعية المحمول المنزظ 4الجدول 

 TrxRفعالية إنززي   (7لتر واس هيدروجينزي  / مول 0)بتركيز  المحمول المنزظ  ت

 / لتر( عالمية)وحدة 
 Imidazole(glyoxaline)-HCl 0.0357  هايدروكموريو-ايميدازوى )كييكسميً( 0

 هيدروجيً إوس اح ثلائ  الصوديوي- ام  الستريو 2
Citric acid-Na2HPO4 

0.0679 

 Tris-HCl 0.0309 ام  الميدروكموريو  –ترس  3
 K2HPO4-KH2PO4 0.0353 إوس اح ثلائ  وا ادي الثوتاسيوي   4
 Na2HPO4-NaH2PO4 0.0373 إوس اح ثلائ  وا ادي الصوديوي  5

 

 Na2HPO4 –الهييييدروجينزي لمحميييول حيييامض السيييتري   الأس3.2.
 : المنزظ 

–م مممممممموى  مممممممام  السمممممممتريو  إممممممم  TrxR إلمممممممزييتمممممممي تيمممممممدير إعاليمممممممة 
Na2HPO4 وجيل  الميممممممدر  الأسممممممموى/لتر( ممممممم  تييممممممر  0.4) المممممممل ي

وتشممممير اللتممممائ  المثمممممى  لممممزييلإلمم ممممموى المممممل ي ليممممر  ايجمممماد إعاليممممة ا
كالممح الممد اس  لممزييإعاليممة للإ أامممى( الممى اً 1الموضمم ة إمم  الشممكى )

 Thressa و Sergey وكالمح ميارثمة لمما وجمدع الثما ثيً 7هيدروجيل  
التممم   Potassium phosphateوثاسمممتاداي الم مممموى الممممل ي  [29]

المعمزوى الثشمري  لمزييللإ6.8-7.2  س الميمدروجيل  ممً كالمح قيممة الا
المسممتام   لممزييالميممدروجيل  للإ الأسثيلممما كالممح  HeLa مممً اييمما

 7.0 هم  وثاسمتاداي م مموى ال وسم اح الممل ي الإلسماًمً المشيمة إ  
[5]. 

  التفاعل : تأثير زمن  .3
تمممح دراسممة زمممً الت ااممى لااتيممار ال تممر  الزمليممة المثمممى وتشممير اللتممائ  

 25( إً أامممممى إعاليمممة للإلمممزيي كالمممح الممممد 58الموضممم ة إممم  الشمممكى )
دقييممممة اممممما  20 [30]وااممممريً Xiaدقييممممة ثيلممممما وجممممدها وجممممدع الثا ممممل 

 دقيية . 30وجد اً زمً الت ااى المثمى  Larsson  [31]الثا ل 
 ير درجة الحرارة: تأث4.

الت مماايح التمم  ت  زهمما الإلزيممماح تتممثثر ثممدرجاح ال ممرار  ولممذلو يي مم  
ازديماد معمدى سممراة الت اامى الم  ممز ثمالإلزيي كمممما ازدادح درجمة ال ممرار  
والد استاداي درجاح  رار  اامى مً درجة ال رار  المثممى )وهم  درجمة 

لم ( ي صمى الا ما  إم  ال رار  الت  يثمدي المدها الإلمزيي ااممى إعاليمة 
معمممدى سمممراة الت اامممى ثسمممثا  صممموى مسمممن إممم  طثيعمممة الإلمممزيي لتيجمممة 

الم اإ ممة لت كممو الأواصممر الميدروجيليممة واليمموى الأاممرى المسممؤولة اممً 
ولممذلو تممي  [32]امممى التركيمما الثيثمم  لمثممروتيً ومممً ثممي إيممداً ال عاليممة

ضما إم  درجماح  راريمة ماتم مة وكمما همو مو  TrxRقياس إعالية إلمزيي 
لدرجمممة  ( اذ يي ممم  ممممً الشمممكى اً الارت ممما  التمممدريج 55إممم  الشمممكى )

ي ي صمممى °40ال مممرار  يمممؤدي المممى رإممم  إعاليمممة الإلمممزيي تمممدريجيا المممى  مممد 
ثعمممدها الا ممما  إممم  إعاليمممة الإلمممزيي لمممذا ااتممممدح همممذع الدرجمممة كدرجمممة 
ال مممرار  المثممممى للإلمممزيي إممم  التجمممارا الي يمممة وهمممذع الدرجمممة ميارثمممة لمممما 

ي ثيلممممما لا مممم  الثا ممممل ° 37وهمممم   [30]وااممممريً Xia ممممل وجممممدع الثا
Oblong ًاً الدرجمممة ال مممرار  المثممممى ثاسمممتاداي  [33]واامممريDTNB 

ي امممى التمموال , وأشممار ° 40و  52والألسموليً كممماد  أسمماس كالممح المد 
 اً مدى درجة ال رار  المستادي مً  [5]وااريً   Gromer الثا ل 

 Trx-S2لثايروردوكسميً المؤكسمد ي وثاستاداي مماد  الاسماس ا°  5-40
المعممزوى مممً لسممي  ال ثممى السممري الثشممري ي يممد جممزء  TrxRثمماً إلممزيي 

ي وي يممد إعاليتمم  تماممما الممد °40مممً إعاليتمم  الممد درجممة  ممرار  أامممى مممً 
 ي .° 60درجة  رارية 

 

 
 TrxR: تأثير التراكيز المختمفة لممحمول المنزظ  عمى فعالية   8 الشكل

 

 
 TrxRإنززي  عمى فعالية  الأس الهيدروجينزيثير : تأ  9 الشكل
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 TrxRإنززي  عمى فعالية  زمن التفاعل: تأثير   10الشكل

 

 
 TrxRإنززي  عمى فعالية  درجة الحرارة: تأثير   11 الشكل

 

 :ساستركيز المادة الأ تأثير 5.

 (Vmax)  ثالسمممراة اليصممموى لزيممممسمممراة لمت ااممى الإ أاممممىيطمممه اممممى 
تمي  سماسوتركيمز المماد  الأ TrxRم الم لمزييلعيقة ثيً الإولمعرإة ا [17]

-`5,5 سممماسثوجمممود تراكيمممز ماتم مممة ممممً مممماد  الأ لمممزييقيممماس إعاليمممة الإ

dithio bis(2-nitrobwnzoic acid) (DTNB)  والتمم  تراو ممح
( يثمممميً اً سممممراة الت ااممممى 55ممممموى/لتر( والشممممكى ) 0.09-0.01ثمممميً )

 تمممى وصممممح المممى قيممممة  سممماسالأ  تمممزداد ثزيممماد  تركيمممز المممماد  لزيممممالإ
  وثممذلو يمكممً ت ديممد لزيمممتوق ممح ثعممدها الزيمماد  إمم  سممراة الت ااممى الإ

 (Vmax)اليزمممة لموصمموى الممى السممراة اليصمموى  سمماستركيممز الممماد  الأ
  وهممممذا مطممماثه لممممما اثثتمممم  العالمممماً مكمممميمس وملممممتً اذ لزيممممملمت اامممى الإ

عمممى المواقمممم  يج سممماساً اسمممتاداي تراكيمممز واطئمممة ممممً مممماد  الأ أوضممم ا
لكمً المد زيماد  تركيمز مماد   سماسغيمر مشمثعة ثالمماد  الأ لمزييال عالة للإ

مشممممثعة ثالممممماد   لممممزييثشممممكى كثيممممر تصممممثا المواقمممم  ال عالممممة للإ سمممماسالأ
اي يتي التوصى المى السمراة اليصموى لمت اامى ثعمد همذا التركيمز  ساسالأ

د    تكممموً غيمممر معتممممد  اممممى تركيمممز الممممالزيممممإممماً سمممراة الت اامممى الإ
 سممماسثالمممماد  الأ لمممزيي( اً تشمممث  الإ55ويثممميً الشمممكى )  [16]سممماسالأ

وثتطثيممممه ايقممممة  DTNBممممموى/لتر( مممممً الممممم 0.04) كمممماً الممممد تركيممممز
وجمممد اً قيممممة السمممراة  (Lineweaver-Burk plot)ثمممرو -لايلمموي ر
كالمح مسمماوية  TrxRالممم لمزييلإ (Km)وثاثمح مكيممميس  (Vmax)اليصموى 

مم  مموى/لتر اممى التموال  وكمما  0.013  مايكروموى/دقيية و 0.182لم
 (.58هو موضا إ  الشكى )

 

 
 TrxRإنززي  عمى فعالية  DNTBتركيز : تأثير   02 الشكل

 

 
( Vmaxبر  لتحديد قيمتي السرعة القصوى) -: رس  لاينزويفر 03الشكل 

 TrxRلإنززي   (Kmوثابت ميكيمس )
 

مييييى فعالييييية إنزييييزي  المييييواد الكيميائييييية والدوائييييية المختمفيييية ع تييييأثير6.
TrxR: 

إعاليمممة إلمممزيي  التمممثثير اممممىيوجمممد امممدد ممممً المركثممماح التممم  تعممممى اممممى 
TrxR الأامرتيمى مً سراة الت ااى الإلزيم  كمما اً لثعضمما  أً إما 

لمما اثمر تلشمميط  اممى الإلمزيي مممً اميى زيماد  سممراة الت اامى الإلزيممم  
ة والدوائيممممة وقممممد تممممي اسممممتاداي اممممدد مممممً المركثمممماح الكيميائيممممة والعضمممموي

 الإلزيي. إعالية امى تثثيرهالمعرإة 
 : المواد الكيميائية تأثير 1.6. 

, 0.04, 0.03تمي اسمتاداي امدد ممً الممواد الكيميائيمة الماتم مة ثتراكيممز )
اذ لممو   اً  TrxRهمما امممى إعاليممة إلممزيي تثثير ممموى/لتر( لدراسممة  0.05

ماتم مممة  يمممل ( وثلسممما 6 لكمممى مممماد  اثمممر اممممى إعاليمممة الإلمممزيي )الجمممدوى
تثثيطم  اممى إعاليمة الإلمزيي ويمكمً ت سمير  تمثثير الأمي لو   اً لمذع 

مممً  Residuesالثممدياح ي تمموي امممى مام مماح  TrxR إلممزيي ذلممو ثمماً
 سمليوسسمممتيً إممم  اللمايمممة الكارثوكسممميميةالسسمممتيً والالأ مممما  الاميليمممة 
 يمممممل اً مجموامممممة الثمممممايوى والااتمممممزاى  للأكسمممممد إممممم  الموقممممم  ال عممممماى 

تكمممموً ثسمممممولة معيممممداح ممممم  ايولمممماح المعممممادً الثييمممممة ملممممما  سمممميميلويوال
Cu

+2
, Hg

+2
, Mn

+2
, Co

+2
, Zn

إتيممى ممً سمراة الت اامى   [34] 2+
 إلممممزيي اممممما ثاللسممممثة لمسمممميميليوي إمممممو الصممممر أسمممماس ل عاليممممة الإلزيممممم ، 

TrxR  1الدراسمماح اً اضمماإة  أوضمم ح يمملµM  مممً السمميميلوي الممى
 أامرىثيلمما دراسمة  [9]ممر  40 ليمة الإلمزيي وسط اييما زرايمة تمزداد إعا

اح التثثيطيممة لمتراكيممز العاليممة مممً تممثثير ثيلممح ال ى ل مماي الثايوردوكسمميًاممم
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الميكاليكية الم تممة ليممة ال عاليمة ثماً إلزيمماح  أوض حالسميليوي  يل 
تتطممممممممممما تكممممممممممويً صمممممممممميية  Selenium enzymesي السممممممممممميلو 

 .[35]المياومة لياتزاى Diselenideالم

 

 المفصول من مصل الد  TrxR بعض المركبات الكيميائية عمى فعالية إنززي  تأثير:  5 الجدول 

 تركيز المواد المركبات الكيميائية
 )مول/لتر(

 TrxR الإنززي فعالية 
 )وحدة عالمية/لتر(

 *النزسبة المئوية
 (-) لمتثبيط

 كبريتات النزحاس المائية
CuSO4.5H2O 

0.03 8.8060 70.08- 
0.04 8.0.. 76.05- 
0.05 8.805 75.15- 

 كموريد الكوبمت المائي
CoCl2.6H2O 

0.03 8.8006 76.66- 
0.04 8.885 05.05- 
0.05 8.88 08.6- 

 الكاليسيو  اللامائي كموريد
CaCl2 

0.03 0.0578 50.50- 
0.04 0.057 50.50- 

0.05 0.056 51.58- 

 كبريتات الخارصين المائية
ZnSO4.7H2O 

0.03 0.099 06.5- 
0.04 0.116 85.55- 
0.05 0.132 57.07- 

 صوديو الت اسيمينز
Na2SeO3 

0.03 8.8670 50.50- 
0.04 8.865 51.58- 
0.05 8.857 58.51- 

 NaAsO2 ميتا زرنزيخات الصوديو 

0.03 8.806 76.57- 
0.04 8.8665 51.06- 
0.05 8.8680 78.56- 

 و د  االمية /لتر. 0.182ه  قثى التثثيط للإلزيي  *امما اً ال عالية اليياسية
 

 المركبات العضوية: تأثير 2.6.
, 0.03تمممممي اسمممممتاداي امممممدد ممممممً المركثممممماح العضممممموية ثتراكيمممممز ماتم مممممة )

 يممل  TrxRهما امممى إعاليمة إلممزيي تثثير مموى/لتر( لدراسممة  0.05, 0.04
( وثلسممممما 5 لممممو   اً لكمممممى مممممماد  اثمممممر اممممممى إعاليمممممة الإلمممممزيي )الجمممممدوى

يثمممثط تثثممميط غيممممر  TrxRتم مممة,  يمممل ثيلمممح الدراسممماح ثمممماً الإلمممزيي ما
 اسمتاداي الممواد العضموية الثا ثمة امً الالكترولماح وملمما اكس  المد 

Nitroso compounds  ومركثماح المذها والثيتميً العضموية اذ تمؤثر
والااتممممزاى ال عالممممة )السسممممتيً,  الأكسممممد هممممذع المثثطمممماح امممممى مام مممماح 

. وإممم  جالممما [36]يةإممم  اللمايمممة الكارثوكسممميميممم  السمليوسسمممتيً( التممم  ت
ي صمى مسمن يمكمً اً  ثثلم  [33]واامريً Oblongالثا ل  أار أشار

 . HCl– وييالكوالديلكذلو استاداي ماد  للإلزيي ثواسطة ال رار  و 
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 المفصول من مصل الد  TrxR إنززي  فعالية عمى العضوية المركبات بعض تأثير:  6جدول 

 تركيز المواد ات العضويةالمركب
 )مول/لتر(

 TrxR الإنززي فعالية 
 (-) *النزسبة المئوية لمتثبيط )وحدة عالمية/لتر(

 هايدروكمورايد-كوانزدينزيو 
Gunidinium-HCl 

0.03 0.099 06.5- 

0.04 0.0993 06.08- 
0.05 0.101 00.6- 

 بارا كمورونزايترو بنززين
p-chloronitro benzene 

0.03 8.8010 75.58- 
0.04 8.8580 55.05- 
0.05 8.8670 50.50- 

 برومو حامض الخمي 
Bromoacetic acid 

0.03 0.0896 68.77- 
0.04 0.094 00.86- 
0.05 0.0973 05.68- 

 نزفثول -2-_نزايتروزو1
1-Nitroso-2-Naphthol 

0.03 8.8058 75.76- 
0.04 8.8855 71.01- 
0.05 8.8505 00.50- 

 .و د  االمية/لتر 0.182ه  قثى التثثيط اً قيمة ال عالية اليياسية للإلزيي*امما ث
 

 )العقاقير( : الأدوية تأثير 3.6.
اللييمة التم  است صممح ممً الشمركة العاممة  الأدويمةتي استاداي امدد ممً 

لصممملااة الادويمممة, وممممً شمممركة ال كمممماء لصممملااة الادويمممة والمسمممتمزماح 
اذ  TrxRهمما امممى إعاليممة إلممزيي تثثير ة الطثيممة إمم  م اإ ممة ليلمموى لمعرإمم

يوضا الجدوى اللتائ  الت  تي ال صموى اميمما ثاسمتاداي تراكيمز ماتم مة 
لسمثا ماتم مة  أاطمىمموى/لتر( ممما  0.05, 0.04, 0.03 )الأدويمة ممً 

اح ايجية ماتم مة اممى تثثير ل عالية الإلزيي اذ اً لكى دواء مستادي ل  
تسممتادي كمضمماداح  يويممة مثممى  ويممةأدالجسممي إعمممى سممثيى المثمماى هلمماو 

او ملشممممط لمل مممماي [37] (Flagyl, إيجيممممى Ceramide)السمممميراميد 
 لممملاياو مسمكً  [38]العصمث  المركمزي وملشمط ايضمم  مثمى الكاإماليً
 Psedophedrine [37]الماتم ممة مثممى الثاراسمميتاموى وثسمميدو إيريممديً 

مممممً المممذي يعتثمممر  Theophyllin anhydrousوثمممايوإميً اليممممائ  
ويثممثط اللمماقيح العصممثية ويسممتعمى إمم  امميج  Xanthesمجمواممة الممم 

وهممممممممممممو مضمممممممممممماد  Chlorpheniramine-maleateوالممممممممممممم [39]الرثممممممممممممو
المسمممممتاميً يسمممممتعمى ل مممممالاح ت سمممممس الجمممممماز التل سممممم  العمممممموي التممممم  

المممذي  Diphenhydramine-HCl والمممم [40]تتضممممً الجيممموا الال يمممة
 Metoclopramide-HClلممموا [41]التممماا الثلكريمماسيسممتعمى لعمميج 

يسممتادي إمم  الاضممطراثاح المضمممية لتا يممن وملمم  اليثيمماً والاقيمماء ثعممد 
كممما تممي دراسممة الدكسمماميثازوً ثوصمم   ملشممط ، [42]العمميمماح الجرا يممة

 للإلمممزيي وهمممو دواء يلتمممم  المممى إئمممة الادويمممة المرموليمممة السمممتيرويدية وهمممو
 . [43] مضاد ليلتماثاح
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 د من مصل ال فصولالم TrxRبعض المركبات الدوائية عمى فعالية إنززي   تأثير : 7 الجدول 
 تركيز المواد الأدوية

 )مول/لتر(

 TrxR الإنززي فعالية 
 )وحدة عالمية/لتر(

 *النزسبة المئوية لمتثبيط
 )+( التنزشيط ( او-)

 ميترونزيدازول
Metronidazole 

0.03 8.5580 87.51- 
0.04 8.8785 61.0- 
0.05 8.8701 65.50- 

 ديكساميثازون
Dexamethasone 

0.03 0.282 60.1+ 
0.04 0.297 58.50+ 

0.05 0.341 07.85+ 
 باراسيتامول

Paracetamol 
0.03 8.8650 51.85- 
0.04 8.8680 78.00- 
0.05 8.8650 75.55- 

 كمورفينزيرا مين ماليت
Chlorpheniramine Malate 

0.03 8.571 5.56- 
0.04 8.575 5.80- 
0.05 8.561 55.50- 

 هايدروكمورايد -داي فينزهايدرامين
Diphenhydramine-HCl 

0.03 8.555 58.11- 
0.04 8.5580 88.00- 
0.05 8.5576 51.10- 

 الكافئين اللامائي
Caffeine anhydrous 

0.03 8.5578 86.66- 
0.04 8.5587 81.57- 
0.05 8.5850 08.65- 

 اللامائي ثيوفيمين
Theophlline anhydrous 

0.03 8.5556 80.505- 
0.04 8.8706 65.07- 
0.05 8.8555 56.05- 

 بيسيدوفيدرين
Pseudoephedrine 

 

0.03 8.8078 65.88- 
0.04 8.8508 55.07- 
0.05 8.85556 58.56- 

 سيراميد
Ceramide 

0.03 8.5505 87.56- 
0.04 8.8705 67.50- 
0.05 8.8555 56.05- 

 و د  االمية/لتر. 0.182ه  قثى التثثيط *امما اً قيمة ال عالية اليياسية للإلزيي 
 

الكيميائية والدوائيية المختيارة  ركباتالمنزوعية التثبيط لبعض . دراسة 7
                   .  TrxR إنززي  عمى فعالية

 :-هيدروكمورايد-و نزيالكوانزدي ةماد تأثير. 0.7
 مثممممثط  ثوصممم  -HClويليالكوالممممديكيممممز ماتم مممة مممممً مممماد  ترا حاسمممتادم
ويمممؤدي المممى التيميمممى ممممً إعاليمممة وجمممد الممم  يت اامممى مممم  الإلمممزيي  ،للإلمممزيي

ثممرو  –وثتطثيممه ايقممة لايلمموي ر .(50الشممكى  الإلممزيي كمممما زاد تركيممزع )
 Uncompetitiveممممممً اللمممممو  اليتلاإسممممم  همممممو اً التثثممممميط  وجمممممد

inhibitor إً تركيممما المثمممثط لا إممم  ً التثثممميط همممذا اللمممو  مممم يتميمممز، و
يشمممماث  تركيمممما الممممماد  الأسمممماس ولا يتلمممماإس المثممممثط ممممم  ممممماد  الأسمممماس 

إمم  هممذع ال الممة ممم  المثممثط إذ يممرتثط  ،[17]لإت مماد ممم  الموقمم  ال عمماىل
 و Vmax والمد قيماس كمى مممً الأسماسالمعيمد المكموً ممً الالمزيي ومماد  

Km  8.8816و وى/دقييمةمايكروم 8.550 قيمت     الا اضمما الىلو 
 .56كما موضا إ  الشكى  امى التوال  موى/لتر
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 TrxRإنززي  عمى فعالية  -HClتراكيز كوانزدينزيو : تأثير   14 الشكل

 

 
 -HClو نزيكوانزديبر  عنزد استخدا  مثبط  -: رس  لاينزويفر 15الشكل 

 

 :برومو حامض الخمي   مادة .2.7
 ماثوصمممم  ام  الاميمممموممممماد  ثرومممممو  مممم مممممً ماتم ممممة تراكيممممز ثاسممممتاداي

 ممممً التيميمممى المممى مؤديمممة الإلمممزيي مممم  ت اامممىت االمممم وجمممد ،للإلمممزيية مثثطممم
(.  والممد اسممتاداي رسممي لايلممو 55 الشممكى) اتركيزهمم ثزيمماد  الإلممزيي إعاليممة
اً  وجممد ثرومممو  ممام  الاميمموثممرو لإيجمماد لوايممة امممى المثممثط  –ي ممر

، إذ Noncompetitive inhibitorالتثثمميط مممً اللممو  غيممر التلاإسمم  
اً تركيمما المثممثط لا يشمماث  تركيمما ثمممممً مميممزاح هممذا اللممو  مممً التثثمميط 

 غيممراممادً  مم  الإلممزيي إم  موقمم   امر  المثممثط يمرتثط اًالمماد  الأسماس و 
يت ماد لثميً المثمثط والمماد  الأسماس  ملاإسمةأي لا يوجد  ،الموق  ال عاى

لأسماس لا يميم  لمذا إمإً زيماد  تركيمز المماد  ا ،م  الموق  ال عماى للإلمزيي
إم   Vmaxالسمراة اليصموى  ذ يي م  الا ما امى هذا المثمثط وا تثثير

( ممم  ثيمماء مايكروموى/دقييممة 8.58هممذا اللممو  مممً التثثمميط والتمم  ثميممح )
 . 57ضا إ  الشكى او هو كما  [17] ةثاثت Kmقيمة 
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 برومو حامض الخمي بر  عنزد استخدا  مثبط  -: رس  لاينزويفر 07كل الش

 

 : كبريتات الخارصين. 3.7
 مثثطممماً  ثوصممم ة كثريتممماح الاارصممميً ممممً ماتم مممة تراكيمممز اسمممتاداي المممد

 وااصممة إعاليتمم  تيميممى الممى ويممؤدي الإلممزيي ممم  يت ااممى المم  وجممد للإلممزيي
 الا مما  أامممى ىالمم وصممولا تركيممزع زاد كمممما لتممر/ممموى 8.86 تركيممز ثعممد
 (.  50) الشكى إ  موضا هو كما /لترموى 8.87 تركيز الد

لكثريتماح ثمرو لإيجماد لوايمة اممى التثثيطم   –وثاستاداي رسي لايلو ي ر
، أ ممممممممممرح اللتمممممممممائ  اً التثثممممممممميط ممممممممممً اللمممممممممو  التلاإسممممممممم   الاارصممممممممميً

Competitive  وممً مميمزاح همذا اللمو  ممً التثثميط تمزداد قيممة ،Km 
 Vmaxوثيلممما تثيممى قيمممة السممراة اليصمموى ممموى/لتر  8.855التمم  ثميممح 

 .51كما موضا إ  الشكى  [16] ثاثتة
 :  دكساثامازون  . 3.7

 
 TrxRإنززي  عمى فعالية  تراكيز كبريتات الخارصين: تأثير 08 الشكل
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اممممى إعاليمممة  عتمممثثير لإيجممماد  دكسممماثامازوًً ثاسمممتاداي تراكيمممز ماتم مممة مممم
اً ملشمممطاً اممممى إعاليمممة الإلمممزيي )الشمممكى تمممثثير وجمممد اً لممممما  TrxRإلمممزيي 

ممً اميى  TrxRزياد  إ  إعاليمة الإلمزيي  ي مركيزع ( إعلد زياد  تر 58
اذ  .NADPHوالمراإممممممه الإلزيمممممممم   DNTBثممممممميً  تلشمممممميط  لمت ااممممممى

أيولمماح لااضمموية  اممما)جزيئمماح صمميير  همم   Activatorsالملشممطاح 
 همما لمعمممى وزيمماد ت تاجممما ثعمم  الإلزيممماح لت  يز  (او مركثمماح اضمموية

 وممممً ثمممي يسممممى إممم  ا ممم  طاقمممة تلشممميط الت اامممى ممممً اممميىلشممماطما 
مممم  الإلمممزيي أو مممم   تت مممد اممماد  ممممذع الملشمممطاحإإاطممماء اللمممات  اللممممائ  
 .  [17]الماد  الأساس - معيد الملشطالالماد  الأساس لتكوً 

 

 
 .TrxRإنززي  عمى فعالية  تراكيز دكساثامازون: تأثير   20 شكلال
إممم  الجسمممي  تت  مممز ممممً اممميى  TrxRاً امميمممة ألتممماج الإلمممزيي لمممو   

تعممممممر  الجسممممممي الممممممى الأشممممممعة ال مممممموه الثل سممممممجية وتركيممممممز ثيروكسمممممميد 
والتمم   Mitogensالميممدروجيً وامميى امميممة ت  يممز اليسمماماح الاميممة 

اجممممى الممممدإا  ضممممد  ممممالاح الكممممرا  تعطمممم  كميمممماح االيممممة للإلممممزيي مممممً
التثكسممدي التممم  يمكممً اً ت ممممر وكممذلو ممممً اجممى تل ممميي امميمماح لممممو 

Cell growth and cell deathالاييا وموتما 
 

[44]. 
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Abstract 
The research included the separation of thioredoxin reductase (TrxR) from human blood serum using different 

biochemical techniques. Two proteinous peaks had been isolated by gel filtration using sephadex)G-50) and 

three proteinous peaks isolated from sephadex (G-100) that produced by ammonium sulphate precipitation 

(65%). The approximately molecular weight of the isolated protein as a source of enzyme using gel filtration 

chromatography (G-100) was (118059 + 925) Dalton.  

The results showed two peaks of enzyme when using ion exchange-type DEAE-cellulose and when using 

electrophoresis technique  type SDS-PAGE indicated the presence of two bands from peak of separation column 

type sephadex G-100 and one band of each peak, resulting from the ion exchange process with molecular 

weights of 58231 +490 Dalton. 

The results showed that the optimum conditions of purified enzyme from human serum was at (200 µg/ml) of 

protein as a source of the enzyme using (0.4 mol/l) citric acid-Na2HPO4 buffer solution at pH (7) act for (25) 

minutes at (40C). Using Line Weaver-Burk plot, the values of maximum velocity (Vmax) and Michaelis constant 

(Km) were found to be (0.182 µmol/ min) and (0.013 mol/l) respectively using 5,5
-
- dithio bis (2-nitrobenzoic 

acid) (DNTB) as a substrate. Finally, this was, also, involved the study of the effect of some chemicals and drugs 

on the enzyme activity. The results showed that gundinium - HCl is uncompetitive inhibitor, while bromoacetic 

acid is noncompetitive inhibitor and zinc sulphate is a competitive inhibitor for the enzyme at different 

concentrations of inhibitors, but dexathamazone was an activator to the enzyme. 

Keywords: Separation, Enzyme, Thioredoxin reductase, Inhibitors, Activators. 

 


