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   ومتناظراته المنقاة جزئيا AAPفعالية أنزيم الألنين أمينوببتيديز
  من ادرار المصابين بسرطان الجهاز البولي

  
  ***وتغريد علوم العقبي**أنيس مالك الراوي* فراح غالي الصالحي

  .العراق-صلاح الدين ،جامعة تكريت .كلية التربية للبنات قسم الكيمياء،*
  .العراق-بغداد ،جامعة بغداد .م للبناتكلية العلو قسم الكيمياء،**

  .العراق-بغداد ،جامعة بغداد. كلية العلوم قسم الكيمياء،*** 
  

  الخلاصة
عينـة مـن ادرار الأصـحاء     )36(عينة من ادرار المصابين بسرطان الجهاز البولي بالأضافة الـى   )64(شملت الدراسة 
في  AAPبنشاط أنزيم الألنين أمينوببتيديز )p<0.05(معنوي ملحوظوقد أظهرت نتائج هذه الدراسة ارتفاع  .كمجموعة ضابطة

في  لتر /وحدة عالمية )7.49±2.76(اذ بلغ معدل الفعالية  ادرار المرضى المصابين بسرطان الجهاز البولي مقارنة بالأصحاء،
فـي   AAPأنـزيم   أيضا تنقية وتم .في حالة سرطان الجهاز البولي لتر /وحدة عالمية )24.83±9.66(حين كان معدل الفعالية 

ومن ثم تم فصل الأنزيم  Sephadex G-50ادرارالمصابين بسرطان الجهاز البولي باستخدام كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي 
الى متناظرين أنزيمية تختلف في درجـة   DEAE-Sephadex A-50المنقى جزئيا بأستعمال كروماتوغرافيا التبادل الايوني 

  .تنقيتها
Keyword:  Alanine aminopeptidase, Urinary tract cancer (U.T.C). 
 

  دمةـالمق
يعـد   Urinary tract cancerسرطان الجهاز البولي 
وأن هـذه   .الحالـب والمثانـه   مصطلح عام لأورام الكلية،

الأورام تهدد الحياة عادة في العقد الخامس أو السادس مـن  
وتشكل نسبة أصـابة   العمر أكثر منها بالنسبة للأعمار الفتية

الذكور بسرطان الجهاز البولي تكون ثلاث مرات أكثر من 
  .[2]،[1]الأناث

تعد الخلايا السرطانية من أكثر الأورام الخبيثة أنتشـاراً  
مـن مجمـوع الأمـراض     %1في الكلية فهي تمثل نسبة 

ويعد سرطان الكلية ثالث أنواع الأمـراض   الخبيثة الأخر،
  .[1]لجهاز البوليالخبيثة المنتشرة في ا

وقد وجد أرتباط بين سرطان المثانة والكلية اذ أن الورم 
 .[3]الخبيث في المثانة يظهر بعد اصابة الكلية غالبا

يكون سرطان الحالب من الأورام الحاصلة بنسبة أقـل  
من مجمـوع  % 1من كل أورام الكلية وأقل بنسبة % 5من 

  .[4]التناسلي  -أورام الجــهاز البولي 
الورم  الحاصل في حوض الكلية والحالب فيكـون   أما

  .[5]) 1:2( كثير الحدوث عند الذكور عنه عند الأناث بنسبة

أصبح للأنزيمات الموجودة في ادرار الأنسـان أهميـة   
كبيرة في تشخيص الكثير من الأمراض التي تصيب الكليـة  
والجهاز البولي ،ولهذا يعد قياس الأنزيم بـالأدرار طريقـة   

تعد مؤشرا لحصول أي أذى أو تلف في أنسـجة  حساسة و
  .[6]الكلية أو الجهاز البولي

الـى مجموعـة    AAPيعود أنزيم الألنين أمينو ببتيديز
أنزيمات الأمينوببتيديز التي تشطر حامض أميني منفرد من 

ويوجـد نوعـان مـن    .النهايه الأمينية للسلسلة الببتيديـة  
وأفضـل   )Cytosolic)EC 3.4.11.1الأمينوببتيديزالأول 

لـذا سـمي     L-Leucineamideمادة أساس له هـــي  
Leucineamino peptidase(LAP)،   أما الاخرى فهـو

microsomal (EC 3.4.11.2)   ــى ــل عل ــذي يعم   ال
ــتقات   ــتعمل مشــ ــذلك تســ ــين وكــ   الألنــ

 4-Nitroanilideو β-Naphthylamide   للألنين كمـواد
 Alanine aminopeptdase(AAP)أساس له لذا سـمي  

[7].  
والحامض  Nitroanilide-4 تحرر بتحفيز AAPيقوم 

الأميني في الطرف النايتروجيني مفضلاًالألنين مـن مـدى   
  .[8]واسع من الببتيدات والأميدات 
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 ،[9]أنتشاراً واسعا في أنسجة الكليـة  AAPينتشر أنزيم 
 ،[11]الغشـاء المخـاطي للأمعـاء الدقيقـة     ،[10]مصل الدم

  .[13]مشـيمة والبروستات في الأنسانال ،[12]الكبد،البنكرياس
يقتصر وجود الأنزيم على أعضاء جسم الأنسان بل  ولا

يوجد في أنسجة بعض الحيوانات أيضاً مثل أنسـجة كليـة   
 أنسـجة الكبـد،   ،[14]الفأر،القشرة الخارجية لكلية الارنـب  

الأمعاء الدقيقـة   المعدة، البنكرياس، القلب، الكلية، الطحال،
وتعد الكلية من .الخروف والخنزير الماشية، والرئة لكل من

يكون نشاطه فـي الكليـة    الغنية بالأنزيم اذ المصادر أكثر
مرة أكثرمن بقية الأعضاءالأخرى وبهـذا   )15-10(بحدود 

  .[15]نستطيع القول بأن الكلية هي المصدرالرئيس للأنزيم 
مؤشرا حياتيا لتحديد الأذى الـذي يصـيب    AAPيعد 

حديد نشاطه في الأدرار في غاية الدقة اذ من الكلية ويكون ت
الممكن أن يعول عليه في تشخيص أمراض الجهاز البـولي  
فهو يوجد بمستويات عالية في الأدرار عندما تعاني الكليـة  

  .[16]من أعتلالات
  

  لمواد وطرائق العملا
  العينات

عينه ادرار من الاشخاص الأصحاء مـن   )36(تم جمع 
ومن  جامعة تكريت،–التربية للبنات منتسبي وطالبات كلية 

 )22( وعدد الأناث )14(اذ كان عدد الذكور  كلا الجنسين،
وذلك بعد التأكـد   ةسن )17-65(وكانت أعمارهم تترواح بين

 .من عدم أصابتهم بأي مرض من أمراض الجهاز البـولي 
أما النماذج المرضية للمصابين بسرطان الجهاز البولي فقد 

 )30(ذكـراً و  )34(مرضية أخذت من عينه  )64(تم جمع 
وتم التشخيص من .ةسن )74-18( أنثى تترواح أعمارهم بين

قبل الأطباء الأخصائيين في مستشـفى الأشـعاع والطـب    
  .بغداد /مدينة الطب –النووي ومستشفى حماية الأطفال 

مل من الادرار في انبوبة نظيفـة وجافـة    10تم جمع 
ياس قياس نشاط الانـزيم  وتستعمل لمرة واحدة فقط اذ يتم ق

  .بعد أخذ العينة مباشرة 
 

   Methods طرائق العمل
فـي   AAPقياس نشاط أنزيم الالنين أمينو ببتيـديز   -1

  الادرار
قيس نشاط الأنزيم في الأدرار بالأعتماد على طريقـة  

Jung and Scholz )1980(   اذ تعتمد هذه الطريقة علـى

أثير الأنزيم على المتحررة بت Nitroaniline-4قياس كمية 
وذلك  Alanine-4-nitroanilideالمادة الأساس المستعملة 

بعد مقارنة الأمتصاصية للنموذج مع الخط البياني القياسـي  
  .Nitroanilide [16]-4لتراكيز مختلفة من 

  قياس تركيز البروتين -2
لقياس تركيز البروتين  [17])1951(أتبعت طريقة لوري 
لبومين مصل الدم البقري كبروتين في الادرار وبأستعمال ا

  .قياسي
  [18]قياس تركيز الكرياتنين ومعدل تصفية الكرياتنين  -3

أستخدمت طريقة الطقم الجاهز لتعيين تركيز الكرياتنين 
من خلال تكوين المعقد الملون بوساطة تفاعل الكرياتنين مع 

 492المحلول القاعدي لحامض البكريـك بطـول مـوجي    
عدل تصفية الكرياتنين فقد تم تحديـده مـن   أما م .نانوميتر

ساعة وتركيز  24خلال قياس كمية الادرار المطروح خلال 
الكرياتنين بكل من مصل الدم والادرار ومن خلال تطبيـق  

  :القانون التالي
تركيـز الكريـاتنين   )= ml/min(معدل تصفية الكرياتنين 

  تركيز الكرياتنين بمصل الدم  )/mg./dl( بالادرار
)mg./dl(x  حجم الادرار)( 1440)/ملmin(  
  

 مـن ادرار الأصـحاء والمرضـى    AAPفصل أنزيم  -4
  المصابين بسرطان الجهاز البولي

 ــم AAPل ـم فصـت  ــن الادرار وفق ة ـا لطريق
Jung and Scholz)1980([16]  وذلك لغرض تخليصه من

المثبطات التي تحـــد مـن نشـاطه ومـن خـــلال     
  :[19]أستـــعمال خطوتين هما 

  Gel-filtrationالترشيح الهلامي  -أ
تم تنقيته الأنزيم من الادرار بأستعمال عمـود ترشـيح   

مل مـن محلـول    25وبأضافة  Sephadex G-50الهلام 
Tris ،أنابيب من الاجزاء الناضـحة   )6(اذ تم جمع الدارئ

م وبمعـدل  º)4(مل لكل جزء وبدرجـة حـرارة   )5(وبحجم
  .ل بالدقيقة الواحدةم )Flow rate )2.5سرعة تدفق 

  Dialysisالفصل الغشائي  -ب
التي تعد من أهم وأقدم الطرق المسـتعملة فـي تنقيـة    

إذ تم أستخدام كيس الفصل الغشائي الموضـوع   الأنزيمات،
الدارئ لفصل وتنقية أنزيم الألنين أمينـو   Trisفي محلول 



 العلوم                                                 7-1 ص 2011، اذار) 1(العدد 14مجلة جامعة النهرين                                 المجلد 

 3

ببتايديز المفصول من عمود الترشيح الهلامي في الخطـوة  
  .السابقة

مـن إدرار  AAPفصل وتنقيـة جزئيـة لمتنـاظرات     -5
  [20]والمرضى المصابين بالعجز الكلوي المزمن

إذ أستعمل عمود كرومــاتوغرافيا التــبادل الأيوني 
 (DEAE-SephadexA-50)الســالب بأستخدام الراتنج 

الـديلزة   المعزول من كيس AAPلفصل متناظرات أنزيم 
مل من محلـول   )22(تعمالبالخطوة السابقة وتم الفصل بأس

Tris ،أنبوبة من الأجزاء الناضـحة  ) 11(إذ جمعت الدارئ
مل لكل جزء ليتم بعـدها الفصـل بأسـتعمال     )2( وبمعدل
الدارئ الحاوي على تراكيـز متدرجـة مـن     Trisمحلول 

  .لتر /مول )0.1-0.4( كلوريد الصوديوم
  

  النتائج والمناقشة
روقات معنويـة  لقد أوضحت نتائج هذه الدراسة وجود ف

 فـي  AAPفي مستوى نشاط أنزيم الألنين أمينو ببتايـديز 
عينة مرضية من المصابين بسرطان الجهاز البـولي  ) 64(

عينة من الأشخاص الأصحاء ومـن كـلا    )36( مقارنة مع
  ).1(وكما مبين في الشكل الجنسين،

 AAP ومن أجل متابعة التغيرات الحاصلة فـي أنـزيم  
فقد تـم تنقيـة هـذا     جهاز البولي،عند الأصابة بسرطان ال

الأنزيم جزئياً وفصلت متناظراتـه مـن إدرار المرضـى    
  المصابين بسرطان الجهاز البولي فقد تـم تنقيـة الأنـزيم   

) 28( مرة بأجراء تقنية الترشيح الهلامي وإزدادت الى) 8(
مرة بعد أستخدام الفصل الغشائي وكما موضح في الشـكل  

  ).2( رقم
لأنـزيم المنقـى جزئيـاً بأسـتعمال     ومن ثم تم فصل ا

كروماتوغرافيا التبادل الأيوني الى متناظرين أنزيمية تختلف 
 ،)3( ح في الشكل رقـم ـا موضـا وكمـفي درجة تنقيته

 ــوصلـا تـع مـق مـذا يتطابـوه  ــت الي ة ـه الباحث
)Al-Akabie ،2006([20]   من نتائج والمتعلقة بمتنـاظرات

AAP ابين بسرطانات الجهـاز  المفصولة من ادرار المص
  .البولي

إذ لوحظ عند الفصل بأستعمال كروماتوغرافيا التبـادل  
المفصـول مـن إدرارالمصـابين     I المتناظر الأيوني بأن

وحـدة   )29.6( بسرطان الجهاز البولي ازداد نشاطه ليصل
يحمل شحنة موجبـة أيضـاً    IIوكان المتناظر  لتر /عالمية

في حين لم تظهـر  .لتر /وحدة عالمية )35.7( وبلغ نشاطه
متدرجة التراكيـز مـن   أية متناظرات عند أستعمال محاليل 

  .كلوريد الصوديوم
 AAPمقارنة لمستوى نشاط ) 1(ويوضح الجدول رقم 

 في إدرار المرضى المصابين بـسرطان الجهاز البـولي إذ 
لتر وإدرار الأصحاء إذ  /وحدة عالمية )9.17±23.73( بلغ

إذ هنالـك إرتفـاع    لتر، /وحدة عالمية (2.17±7.94)بلغ 
وربما يعزى هـذا الأرتفـاع   p >0.0001معنوي بمستوى 

بالفعالية الى التلف الحاصل في أنسـجة الكليـة والجهـاز    
 .[19]البولي

وبالأخص خلايا النبيبات الدانية للنفرونات التي يطـرح  
  .[21]منها هذا الأنزيم 

لكل  AAPنزيم الى إن طرح أ) 1(ويشير الجدول رقم 
لتر مـن الأدرار يكـون بالـذكور أكثـر مـن الأنـاث       
سواءاًبالأصحاء أو المرضى، لذا يمكن إزالة هكذا أختلافات 
وتصحيح التغير في حجم الأدرار خلال وحدة الـزمن مـن   

سـاعة علـى    24خلال  AAPخلال قسمة المطروح من 
  .[22]الكرياتنين المطروح خلال نفس المدة

 )AAP(فيوضــح تراكيــز  )2( أمــا الجــدول رقــم
المطروحة في ادرار المرضى المصابين بسرطان الجهـاز  

من خلال  p>0.0001اذ وجد تغير معنوي ملحوظ  البولي،
للذكور والأناث المرضى  AAPفي تراكيز  أختبار الطالب،

المصابين بسرطان الجهاز البولي مـع الـذكور والأنـاث    
  .الأصحاء

ية وجود علاقة مـابين  وقد أظهرت نتائج الدراسة الحال
اذ وجـد ان   والكرياتنين المطروح بـالادرار،  AAPنشاط 

نسبة نشاط الانزيم الى الكرياتنين المطروح بالادرار تكون 
ذات دلالة واضحة ومؤشراً للضرر الذي يصيب الأنسـجة  

حساسـا للتلـف    AAPيكـون أنـزيم    وبـذلك  [23]الكلوية
  .[22]الكلوي

اذ  ات التنقيـة، خلاصـة لخطـو  ) 3( ويوضح الجدول
في ادرار المرضـى قـد زاد    AAPيلاحظ ان نشاط أنزيم 

 بعد اجراء عمليات الترشيح الهلامي والفصـل الغشـائي،  
والاحمـاض   وذلك يعود للتخلص من المثبطات كاليوريـا 

والتي تقلل من نشاط  الامينية والامونيا الموجودة في الادرار
  .[19][24]الانزيم بالادرار
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 AAPارتفـاع نشـاط منتـاظرات     وبالتالي يلاحـظ 
المفصولة من ادرار المرضى المصابين بسرطان الجهـاز  

الواضح بالحالة  II,Iوهذا يدل على تأثر المتناظرين  البولي،
ومن خلال هذه النتائج يمكن التأكد بأن مصـدر   .المرضية

هذة المتناظرات هو أنسجة الكلية متمثلة بخلايا النبيب الداني 
 )Mattenheimer )1988توصـل اليـه   للنفرونات وكما 

 ولهذا نجدها تتأثر بالضررالذي يصـيب الكليـة والجهـاز   
  .البولي وخلايا الكلية خصوصا

  
  
  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

في ادرار الأصحاء  )AAP( قيم نشاط )1(شكل رقم 
البالغين  )الذكور والأناث(والمرضى وحسب الجنس

  .المصابين بسرطان الجهاز البولي
:U.T.C ن الجهاز البوليسرطا.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .كروموتوغرافيا الترشيح بالهلاممن ادرار المصابين بسرطان الجهاز البولي بأستخدام  AAPفصل منتاظرات  )2(شكل رقم
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من ادرار المرضى المصابين بسرطان الجهاز البولي بأستخدام  AAPقصل وتنقية جزئية لمتناظرات  )3(شكل رقم 
  .رافيا التبادل الأيونيكروموتوغ

  
  )1(جدول رقم 

  .في إدرار الأصحاء والمرضى المصابين بسرطان الجـــهاز البولي) AAP(نشاط 
U. T. C Normal 

AAP Activity 
(I.U/L) 

Range of 
age 

(Years) 

No. of 
Cases 

AAP Activity 
(I.U/L) 

Range  
of age 
(Years) 

No. of 
Cases Specimen

P< Mean ± S.D Range Mean ± S.D Range 
0.0001 24.85 ± 10.30  52.8-15.6  74-30  34 8.92± 2.98 14.3-5.5  65-20  14 Male 
0.0001 7.67 ±22.47  40.6-12.3  70-18  30 7.32±2.46 12.3-3.5  60-17  22 Female 
0.0001 23.73   ± 9.17  52.8-12.3  74-18  64 7.94±2.75 14.3-3.5  65-17  36 Total 

  
  
  )2( جدول رقم

  .المطروحة في إدرار المرضى المصابين بـسرطان الجهاز البولي والأصحاء) AAP(تراكيز 
I.U/gm Creatinine Creatinine /4hr I.U/4hr 

No. of Cases  
Mean ± S.D  Mean ± S.D  Mean ± S.D 
8.50 ± 2.18 0.18 ± 0.028 1.59 ± 0.54 36 Normal 

286.1 ± 126.8 0.01 ± 0.004 4.8 ± 1.7 64 U. T. C 
0.0001  0.0001  0.0001   P< 

  
U.T.C:Urinary Tract Cancer 
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  )3(جدول رقم 
  .من ادرار المرضى المصابين بسرطان الجهاز البولي AAPفصل وتنقية متناظرات 

Degree of 
Purification 

(fold) 

Specific 
Activity 
(mu/mg) 

Activity 
(mu/ml) 

Total 
Protein 

(mg) 

Protein 
Conc. 

(mg/ml) 

Elute 
(ml) Step 

1 0.005 14.6 2520 252 10 1. Crude Urine 
8 0.04 17.5 420 84 5 2. Sephadex G- 50 
28 0.14 29.5 210 42 5 3. Dialysed  urine 

      4. DEAE Sephadex A-50 
268 1.34 26.9 20 10 2.0 Isoenzyme I 
324 1.62 35.7 22 11 2.0 Isoenzyme II 
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Abstract  

This study was performed on (64) urine 
specimens of patients with urinary tract 
cancer, in addition (47) healthy specimen were 
investigated as control group. The results of 
the study reveal that Alanine aminopeptidase 
(AAP)activity of urinary tract cancer patients 
urine shows ahigh significant increase 
(p<0.05) compare to healthy subject. 

AAP was purified from urine patients with 
urinary tract cancer and healthy subjects by gel 
filtration using sephadex G-50, and two 
isoenzymes of AAP I, II were separated from 
patients urine samples using DEAE-Sephadex 
A-50.  

 
 
 

 
 
 
 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 


