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  ฬ ଘم ೯دا 
  »ૢه جان মࡑുید وا৷مان وخاک را ฬ ଘم آنૢه دঀھا ज़ฬ ଘش آرام ਗی ඵවرد وฬ ଘم آن «

ॐمد وণپاس ઍ࡙ख़وص پروردگار عالم ا॥ت ଽ  آه  ࡣت،از ड़وओودات وکانات ھૡه از او॥ت وھૡه భ ید दدرت واراده او ਗی 

ࣥ .باতند ದ หرو را دادඵ ن اجازت وଌم اॵی باਖ৶اوୀاୀభ  ه ایమ  ૼن ଘ  مما৶ یਗ ඟار شࢁା ارانା نان راঃ د৯و واৣم భآزड़ون ೯دا
ফ ଽند  . ଘ واගশฬھا ଏଷ భ علم وداিش تلاش ৶مام න หر ದࣥواৣم ग़ భࡁभජࢌ  ଘلات ਟی ਙඅඖی او وارد ॴوم ونده لاਏی ୀای ندਛی او باॵم

  .شࢁ ඟع࢟ت او زبان ঝودن ජ໑ه ହورا॥ت
৯ا৳مام رسا ଘ ام را ଓฬ نان،پایانঃ د৯و ࣅنایات واਰࣞفات اساید ඟ໋اਗی وھان از ام ऒ ୀود لازم ਗی داৣم   دهاਯࣨون భ  سا ଢوगھات ೯دا

  .ارേ॒ند พ়ࢁඟ وदدر دای ৶مام
از পناب آ༚ی دනر ඵෝબری ،اণتاد راঘ࣒مای ୁرদوار  ھࢤواره از ॐماশࢌ ਟی شاه اীشان ජ໑ భاउل ൏ख़تف اجام،ੀ০ه و୶ اଌن پایان 

  .صേ࣓ماพ় ଡࢁਗ ඟی ৶مام່زاଡ وग़علਖی دॼوز واز ॺحاظ اخلای یک ا੩ॢوره রوده ا৯د  راঘ࣒مایام وୀای ૼن یک  ෙ ଓฬه ঃند রوده
کار ि࣒مای ھঘتاد راণیاری را ،از اീয ماتॐز ଡࢤو৶  ࣇخابষࡑش اমభ  یਏوड़ رනرکار خاৣم دໆد৯ുیده اই ඟࢁพ় یدر داदم وما৶ یਗ. نابপن ازൾھࢠ

  .ज़شاور اশ࣊جاষࢋ زॐمات ീযیاری ইുیده ا৯د พ়ࢁਗ ඟی ৶مام آ༚ی دනر حاਆی ਣඇඌࣹی ଘ  ࣔࣨوان اণتاد
ن داه پیام ৗور พ়ࢁਗ ඟی ৶مام   .از পناب آ༚ی دනر ฬم وھࢠൾن از کൎه کارنان وکارঃندا

 आ ଘ انୌࣥور اਬࣥو پاฅൻീিی اਖ࣓ত࣪وದ ࡑشম ࣰلণی پرਗما৶ی رادازਖ࣓ঘاୀر اනرکار خاৣم دໆ وصઍ، ૼن ر  یدیൌॣ ی وخاৣمਖ࣓േ৳ ه خاৣمඇൗ ایඟ໔ا భ ا

  .از آ༚ی دනر ࣅبدالਙठی భ آزماழه ࣓مارণتان امام ਣඇൕ॑ی ඵز พ়ࢁਗ ඟی ৶مام.ূ਼࡛࣪ق یاری ৶ࢤوده ا৯د พ়ࢁਗ ඟی ৶مام 
ඟࢁพ়  یدرداद ه ای از و୍م  وସ భم پدر و ماما৶ یਗ مৠیلاજੌول ূࡗ భ ࢾشانൾঃ یਟ و ଡوزاॼمات دॐز ජໍخا ଘ.  

భاୀم وଽواऒ ن ازൾ࣒مھࢠ یਗ ඟࢁพ় شانী़ھا়و ජໍ خا ଘ م.مما৶ یਗ ඟࢁพ় ଓฬ پایان ජ໑ا భ  ࡺشانࢌ و়وশماॐ ජໍخا ଘ رمඥواده ھࢡৗاز خا.  
భ اশ࣊جا لازم ਗی داৣم از زॐمات دو॥ت ସ୍م ໆر کار خاৣم ෙ७ه جൎࣱل భ  ່ واपع ୀای ૼن ھم دو॥ت ऒوب وھم اণتاد ऒوਟی ا॥ت 

ඟࢁพ়یدر داदم وما৶.  



   ج

  

  ست مطالبفهر
  مقدمه: فصل اول 

    آنزيم1-1

  2  .....................................................................................................................................  خواص عمومي آنزيم: 1-1-1

  3  ...........................................................................................................................................  كينتيك آنزيمها: 1-1-2

 3  ..........................................................................................................................  اثر حرارت بر روي آنزيم-1-1-2-1

 3  ...............................................................................................................................  بر روي آنزيم pHاثر -1-1-2-2

 3  ................................................................................................................  تأثير غلظت آنزيم و سوبسترا -1-1-2-3

  4  ............................................................................................................................................  مكانيسم عمل  -1-1-3

  4  ...........................................................................................................................................  ها تنظيم فعاليت-1-1-4

  5  .....................................................................................................................................................  ايزو آنزيم -1-1-5

  آدنوزين دآميناز-1-2

  6  ..........................................................................................................................................................  مقدمه -1-2-1

  6  ...........................................................................................  (ADA )نقش فيزيولوژيكي آدنوزين دآميناز-1-2-2

  8  .............................................................................................................  (ADA )ساختار آدنوزين دآميناز-1-2-3

  10  ................................................................................................  (ADA )موقعيت سلولي آدنوزين دآميناز-1-2-4

  10  .................................................................................................  (ADA )پايداري آنزيم آدنوزين دآميناز -1-2-5

  10  .................................................................................  تيكي آنزيم آدنوزين دآميناز توتال ينمشخصات ك -1-2-6

  10  ...........................................................................................  در موجودات  (ADA )بيان آدنوزين دآميناز-1-2-7

  11  ..................................................................................................  (ADA )ايزوآنزيمهاي آدنوزين دآميناز -1-2-8



   ح

  12  ..............................................................................................................  ها  فعاليت ايزوآنزيمها در بافت-1-2-8-1

  13  ......................................................................................................................  وزن مولكولي ايزوآنزيمها-1-2-8-2

1-2-8-3- PH 13  ..............................................................................................................  مناسب براي ايزوآنزيمها  

  13  .......................................................................................................................  ايزوآنزيمها موقعيت ژني-1-2-8-4

  CP  ..................................................................................................................................  13و  ADA1 ارتباط-1-2-9

  14  ................................................................................................................   (ADA )مهار آدنوزين دآميناز-1-2-10

    15  ....................................................................................  (ADA )هاي آدنوزين دآميناز  مهار ايزوآنزيم-1-2-10-1

  15  .........................................................................................  اثر داروها بر مهاركنندگي آدنوزين دآميناز-1-2-10-2

  الكتروفورز-1-3

  16  ..........................................................................................................................................................  :مقدمه-1-3-1

  16  ..........................................................................................................  رفتار پروتئين در ميدان الكتريكي  -1-3-2

  17  ....................................................................................................................................................  نقش بافر -1-3-3

  18  ......................................................................................................  سيستم بافري پيوسته و ناپيوسته  -1-3-3-1

  18  ................................................................................................................  هاي الكتروفورز پروتئين  محيط -1-3-4

  19  .....................................................................................................................................  اشكال الكتروفورز -1-3-5

  19  ................................................................................................................................  هاي الكتروفورز  روش -1-3-6

  19  .........................................................................................................................................  پلي اكريل آميد -1-3-7

هـاي آنزيمـي را تشـخيص     هـاي موجـود در فـرآورده    الكتروفورز با ژل پلي اكريل آميد، آلودگي-1-3-7-1

  20  .....................................................................................................................................................................  . دهد مي

  SDS-PAGE   ............................................................................................................................  21روش -1-3-7-2

  SDS-PAGE  ........................................................................................................  21عوامل مؤثر در  -1-3-7-2-1

  21  .......................................................................................................  نقش سديم دو دسيل سولفات  -1-3-7-2-2

  22  ..................................................................................................................  اثر ژل پلي اكريل آميد  -1-3-7-2-3



   خ

1-3-7-2-4- SDS-PAGE  22  ..........................................................................  در شرايط احيايي يا غير احيايي  

  SDS-PAGE  ....................................................................................................  23 در سيستم بافري -1-3-7-2-5

  23  .............................................................................................................................  ي نمونهساز آماده -1-3-7-2-6

  24  .........................................................................................................................................................  آگارز  -1-3-8

  هاي خوني و دستگاه ايمني بدن  سلول-1-4

  25  ..........................................................................................................................................  سلولهاي خوني  -1-4-1

  25  ......................................................................................................................................  سلولهاي بنيادي-1-4-1-1

  25  ...............................................................................................................................................  لنفوسيتها -1-4-1-2

  B  ...........................................................................................................................................  26هاي  سلول-1-4-1-3

  T  ............................................................................................................................................  26هاي  سلول-1-4-1-4

  27  .............................................................................................................................................  مونوسيتها  -1-4-1-5

  27  ..................................................................................................................................................  ماكروفاژ -1-4-1-6

  27  ...................................................................................................................................  دستگاه ايمني بدن  -1-4-2

  28  ..............................................................................................................................................  فاگوسيتها -1-4-2-1

  28  ....................................................................................................................  اپسونين و اپسونيزاسيون  -1-4-2-2

  29  ...................................................................................................................................  انواع ايمني بدن  -1-4-2-3

  29  ................................................................................................................................  ايمني هومورال  -1-4-2-3-1

  29  .......................................................................................................  ها ها يا ايمونوگلوبين آنتي بادي -1-4-2-3-2

  29  ...................................................................................................................  ايمني با واسطه سلولي  -1-4-2-3-3

  30  ......................................................................................................................  هاي و اعضاي لنفي  بافت -1-4-2-4

  30  .....................................................................................................................................  بافتهاي لنفاوي  -1-4-2-5

  (SLE) 1لوپوس ارتيماتوي سيستميك-1-5

  31  ...........................................................................................................................................................  تعريف-1-5-1



   د

  33  ...............................................................................................................................................  اپيدميولوژي -1-5-2

  33  ......................................................................................................................................................  اتيولوژي-1-5-3

  SLE  ..............................................................................................................................  34فاكتور ژنتيك در -1-5-4

  35  .............................................................................................................................................  عوامل عفوني -1-5-5

    SLE  ..................................................................................................................................  36فيزيوپاتولوژي  -1-5-6

  37  ......................................................................................................................................................  تشخيص-1-5-7

  SLE   ..................................................................................................................................  37علايم باليني 1-5-7-1

  39  ..................................................................................................................................  علائم آزمايشگاهي 1-5-7-2

  41  ..........................................................................................................................................................  درمان-1-5-8

  42  ................................................................  ارتباط آدنوزين دآميناز با بيماري لوپوس اريتماتوي سيستميك -1-6

  سابقه وضرورت انجام تحقيق-1-7

  43  ............................................................................................................................................................  سابقه-1-7-1

  43  ................................................................................................................................  :ضرورت انجام تحقيق-1-7-2

  اهدف-1-8

  44  ..................................................................................................................................................  هدف اصلي-1-8-1

  44  .............................................................................................................................................  اهداف جزعي -1-8-2

  ها  مواد، ابزار و روش: فصل دوم

  46  ..................................................................................................................................................................  مواد -2-1

  48  .................................................................................................................................  هادستگاهو وسايل ،ابزار-2-2

  روشها-2-3

  49  .........................................................................................................................................  روش تهيه نمونه -2-3-1

  49  ...........................................................................................................................................  انتخاب بيمار-2-3-1-1

  49  ............................................................................................................................  روش جدا كردن سرم -2-3-1-2



   ذ

  RBC  ...................................................................................  49و جداسازي  EDTAروش اضافه كردن -2-3-1-3

 50  ............................................................................................  نوسيتوتهيه عصاره سلولي لنفوسيت وم-2-3-1-4

  توسط روش دستگاهي ADA2و  ADA1و  tADAروش تعيين ميزان فعاليت -2-3-2

   51  ........................................................................................................................................اساس آزمايش-2-3-2-1

  51  ......................................................................................................................  تهيه محلول آماده به كار-2-3-2-2

  51  ...........................................................................................................................................  حد سنجش-2-3-2-3

  t ADA   .......................................................................................................................  52سنجش ميزان -2-3-2-4

  ADA1   ............................................................................................  52و  ADA2سنجش ميزان فعاليت -2-3-2-5

  53  ...................................................................................................  1سنجش پروتئين توتال به روش بيورت-2-3-3

  53  ......................................................................................................................................  اساس آزمايش -2-3-3-1

  53  ..............................................................................................................................  مواد واكنش دهنده -2-3-3-2

  53  .................................................................................................................  ها  ازي محلولس روش آماده-2-3-3-3

  53  ..........................................................................................................................................  حد سنجش -2-3-3-4

  54  .......................................................................................................................................  روش محاسبه -2-3-3-5

  SDS-PAGE   ...................................................................................................................  55روش متداول -2-3-4

  55  .....................................................................................................................................................  مقدمه-2-3-4-1

  55  .............................................................................................................................................  تهيه مواد  -2-3-4-2

  56  ........................................................................................................................................  روش آزمايش-2-3-4-3

  57  ..............................................................................................   روي ژل ADAهاي  بررسي ايزو آنزيم2-3-4-3-1

  60  ............................................................................................................................  آميزي هاي رنگ روش-2-3-4-4

  R  .................................................................................................  60-250آبي آميزي با كوماسي  رنگ-2-3-4-4-1

  60  ................................................................................................  بري  آميزي و رنگ تهيه مواد رنگ-2-3-4-4-1-1

  61  ..........................................................................................................................  آميزي روش رنگ-2-3-4-4-1-2



   ر

  61  .............................................................................................................................تعيين وزن مولكولي -2-3-4-5

  62  ...................................................................................  انجام الكتروفورز پلي اكريل آميد با شيب غلظت -2-3-5

  62  .................................................................................................................................................  روش آگارز -2-3-6

  62  .......................................................................................................................................  تهيه ژل آگارز -2-3-6-1

  l X   ..........................................................................................................  62سيترات  طرز تهيه بافر تري-2-3-6-2

  63  .........................................................................................................  آميزي اختصاصي ژل آگارز  رنگ-2-3-6-3

) ADA2و  ADA1 (و ايزوآنزيمهاي آن )(tADA توتالنتايج حاصل از سنجش ميزان آدنوزين دآميناز -3-1

  RA-1000.  ..................................................................................................................  65توسط  دستگاه اتو آناليزور 

  65  ................................................................................................................................................  آمار توصيفي-3-1-1

  71  ..............................................................................................................................................  آمار استنباطي:3-1-2

  

  نتايج: فصل سوم

  نتايج الكترو فورتيك -3-2

  ADAدر رابطه با وزن مولكولي ايزو آنزيمهاي SDS-PAGEنتايج حاصل از  -3-2-1

  ADA1  .....................................................................................................................  76بررسي ايزوآنزيم  -3-2-1-1

  ADA1+CP  ...........................................................................................................  78بررسي ايزوآنزيم  -3-2-1-2

  ADA2  ....................................................................................................................  79بررسي ايزوآنزيم  -3-2-1-3

  80  ...........................................................................  نتايج حاصل از ژل آگارز با رنگ آميزي اختصاصي  -3-2-2-2

  

  83  .............................................................................................................................  ت بحث و پيشنهادا: فصل چهارم

  

  91  ........................................................................................................................................   منابع و علائم: پنجمفصل 

  



   ز

  فهرست جداول
  11  ...........................................................................................  دربيماريهاي مختلفADA1بررسي ميزان :1-1جدول

  12  ...............................................................................................  وايزوآنزيمهاي آن دربافتها ADAميزان:2-2جدول

  SLE   ....  38بندي  براي طبقه) 1997تجديدنظر شده در سال (و  1982معيارهاي منتشر شده درسال : 3-1جدول 

  SLE  ............................................................................................  40در بيماران مبتلا به ها  اتوآنتي بادي:4-1جدول 

  SDS-PAGE  ......................................................................  59در 5٪مقادير لازم براي سنتز ژل بالاي : 1-2جدول 

  SDS-PAGE  ......................................  59با درصد هاي مختلف در مقادير لازم براي سنتز ژل پايين: : 2-2جدول

  65  ...........  بر اساس سه گروهADA-2   و ADA-1و  tADAنتايج آمار توصيفي  ميزان غلظت . 1-3جدول شماره 

  67  ...............................................  بر اساس سه گروه ADA1نتايج آمار توصيفي  ميزان غلظت . 2-3جدول شماره

  68  ...............................................  بر اساس سه گروه ADA2نتايج آمار توصيفي  ميزان غلظت . 3-3جدول شماره

  69  .............................  بر اساس سه گروه ADA-totalنتايج آمار توصيفي  ميزان غلظت هاي : 4-3جدول شماره

در سـه گـروه    ADA1سي تفاوت ميزان غلظت نتايج آمار تحليل واريانس يك طرفه جهت برر: 5-3جدول 

  71  ....................................................................................................................................................................  آزمايشي

  71  .....  سه گروه آزمايشي  ADA2نتايج آمار تحليل واريانس يك طرفه جهت بررسي تفاوت غلظت : 6-3جدول 

  72  .......................................................  نتايج آمار تعقيبي شفه جهت بررسي دو به دوي گروهها: 7-3جدول شماره

سـه گـروه     ADA-totalتفـاوت غلظـت  نتايج آمار تحليل واريانس يك طرفه جهت بررسـي  : 8-3جدول 

  72  ....................................................................................................................................................................  آزمايشي

  73  ......................................................  نتايج آمار تعقيبي شفه جهت بررسي دو به دوي گروهها: 9-3جدول شماره 

و   ADA1نتايج آمار ضريب همبستگي پيرسون جهت بررسي رابطه بين ميزان غلظـت  : 10-3جدول شماره 

ADA2 74  .................................................................................................................................  در سه گروه آزمايشي  

و   ADA1بستگي پيرسون جهت بررسي رابطه بين ميـزان غلظـت   نتايج آمار ضريب هم. 11-3جدول شماره

ADA2  و ADAT75  ...................................................................................................  با سن  در سه گروه آزمايشي  



   س

  فهرست نمودارها

 
  66  ..  بر اساس سه گروهADA-2 و ADA1و  tADAنمودار ستوني مقايسه ميانگينهاي ميزان غلظت : 1-3نمودار 

بر اساس سـه  ADA-2 و ADA-1و  tADA نمودار چند ضلعي مقايسه ميانگين هاي ميزان غلظت:2-3نمودار

  66  ...........................................................................................................................................................................  گروه

  ADA1  ..................................................  67نمودار مقايسه ميانگين هاي سه گروه در ميزان غلظتهاي :3-3نمودار 

  ADA2  ................................................  68نمودار مقايسه ميانگين هاي سه گروه در ميزان غلظت هاي :4-3نمودار

  ADA-total  ......................................  69نمودار مقايسه ميانگين هاي سه گروه در ميزان غلظت هاي :5-3نمودار

  ADA2  ...........  70و  ADA1نمودار چند ضلعي مقايسه ميانگين هاي سه گروه در ميزان غلظت هاي :6-3مودارن

  ADA2  ...............  70و  ADA1هاي  نمودار ستوني مقايسه ميانگين هاي سه گروه در ميزان غلظت -7-3نمودار 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



   ش

  

  فهرست شكلها

  
  7  ......................................................................................  تشكيل اسيد اوريك از نوكلئوزيدهاي پورين:  1-1شكل 

  9  ........................................................................................................................  اختار آدنوزين دآميناز س: 2-1شكل

  22  .......................................................................................................  ساختمان سديم دو دسيل سولفات: 3-1شكل 

  25  ..............................................................................................................................................  سلول خوني:4-1شكل

  B  ...........................................................................................................................................  26 لنفوسيت :5-1شكل 

 T,B..............................29لنفوسيت  تعامل بين:6-1شكل 

  SLE  .................................................................................................................................  35 اثر ژنتيك بر 7-1شكل 

  76  ..................................................................................................  درصد 10ژل : 1ADAبررسي ايزوآنزيم :1-3شكل

  77  ......................................  درصد 10ژل  ADA1  :ايسه اي سرم واريتروسيت از نظر وجود بررسي مق:2-3شكل 

  78  .........................................................................................  درصد 6ژل :ADA1+CPبررسي ايزوآنزيم:3-3شكل 

  79  ..................................................................................................  درصد 8ژل :ADA2بررسي ايزوآنزيم :4-3شكل

  80  .......................................................................................................................  عكس الكتروفورز آگارز:  5-3شكل 

  80  ........................................................................................................................  عكس الكتروفورز آگارز: 6-3شكل 

  80  ......................................  ل آگارزدربا فتهاي مختلفبر روي ژ ADAشكل شماتيك ايزوآنزيم هاي :  7-3شكل 

  84  ...................................................................................................................................  متابوليسم آدنوزين:1-4شكل

  SLE  ..................................................................................................  87در بيماري  ADAروند افزايش  -2-4شكل

  
 



   ص

 
 

  

  :چكيده
 

و ايزوآنزيمهـاي آن در بيمـاري لوپـوس اريتمـاتوي      فعاليت آدنـوزين دآمينـاز  
  سيستميك و مقايسه آن با افراد سالم

  
ورينها شركت كرده و همچنين نقـش مهمـي در مكانيسـم    آدنوزين دآميناز آنزيمي است كه درمتابوليسم پ  

و )   tADA(توتـال   ADAهـدف از ايـن مطالعـه بررسـي فعاليـت      .سيستم ايمني بـدن ايفـا مـي كنـد     

در  (SLE)در سرم بيماران مبتلا به لوپـوس اريتمـاتوي سيسـتميك     ADA2و     ADA1ايزوآنزيمهايش  

  .فازهاي خاموش وعود يا فعال بيماري مي باشد

  

فرد سالم تو سط دسـتگاه اتـوآ نـا     45و  SLEبيمار مبتلا به 45سرم را در   tADA,ADA1,ADA2 ميزان

  به روش اسپكتروفتومتريك  RA-1000 ليزور

  .اندازه گيري شده است)  (EHNAآدنين ) نانيل-3-هيدروكسي -2( -9درحضور و عدم حضور اريترو 

و  tADAمتوسط فعاليت  ،فرد سالم صورت گرفته است  45و SLEبيمار مبتلا به  45اي كه بر روي  با مطالعه

ADA1  وADA2  در بيمارانSLE به ترتيب در فازخاموش)remission (23/2 ± 59/16 ،15/2 ± 45/4  و

85/2±13/12 Iu/L  در فازعود يا فعـال )relapse (  11/4و 47/4 ± 56/3، 47/21 ± 13/5 بـه ترتيـب ± 

00/17 Iu/L 22/2و  9/5 ± 76/2، 35/14 ±29/3هـاي سـالم بـه ترتيـب      باشد و همچنـين نمونـه   مي ± 

44/8Iu/L باشد مي.  

افراد بيمار از نظرآماري افزايش معني داري پيدا  ADA2,tADAسطح   ،در مقايسه افراد بيمار با افراد سالم 

  ).<001/0P( از نظر آماري بي معني ميباشد  ADA1اما كاهش سطح  )  >P 001/0(كرده 

در واقـع بـا علائـم     ماكروفاژي داشته باشـد كـه ايـن   -ممكن است سرچشمه مونوسيت   ADA2افزايش   

  .كلينيكي بيماري در فاز ها ي مختلف آن ارتباط دارد
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  آنزيم1-1

  خواص عمومي آنزيم: 1-1-1

بنـابراين، نقـايص   . كننـد  آنزيمها كاتاليستهاي پروتئيني هستند كه ميزان رخ دادن روندهاي فيزيولوژيك را تنظيم مي      

ايزومريزاسيون، اكسيداسـيون   ،هايي كه واكنشهاي انتقال گروه آنزيم. شوند ها به طور شايع منجر به بيماري مي عملكرد آنزيم

چـون  . نيازمند يك كوسوبسـترا بـه نـام كـوآنزيم هسـتند      كنند، و احياء و يا ساخته شدن پيوندهاي كووالانسي را كاتاليز مي

تواند بر روي عملكرد آنـزيم و بـر روي    هستند، بنابراين كمبود ويتامين مي B هاي ها از مشتقات ويتامين بسياري از كوآنزيم

   .تاز، تأثير نامطلوب داشته باشدهومئوس

ها و نوع  ها براي سوبستراها، كوآنزيم اغلب آنزيم. ها حاوي نوكلئوتيد آدنوزين مونو فسفات نيز هستند بسياري از كوآنزيم      

در مـورد   .شكند با وجود اين، برخي از پروتئازها، استرها را نيز مي. واكنش كاتاليز شونده، به ميزان زيادي اختصاصي هستند

آنالوگهاي سوبسترا نيز ممكـن اسـت بـا آنـزيم واكـنش       هاي عمل كننده بر روي سوبستراهاي داراي وزن مولكولي كم، آنزيم

  .اما چنين واكنشي عموماً از ميزان اندكي برخوردار خواهد بود دهند

فعاليـت  . ليني، جنبـه اساسـي دارد  هـاي تحقيقـاتي يـا بـا     سنجش فعاليت آنزيم براي تعيين مقدار آنزيم در آزمايشگاه      

نـانومتر   340را به صورت اسپكتروفتومتريك توسط سنجش  ميزان تغيير جذب در  +NAD(P)دهيدروژنازهاي وابسته به 

متصـل كـردن سـاير    . دهنـد  ، مورد بررسي قرار مي)همراه است NAD(P)+/ NAD(P) Hكه با اكسيداسيون يا احياي (

براي بررسي سـاختمان، مكانيسـم عمـل و تنظـيم فعاليـت      . تواند سبب تسهيل آناليز آنها شود ها به دهيدروژنازها، مي آنزيم

  .سازي كرد درصد خالص 95آنزيمها آنها را بايد به ميزان بيش از 

پرسي پيتاسـيون انتخـابي توسـط نكمهـا يـا حلالهـاي آلـي و        : سازي آنزيمها عبارتند از  هاي موجود براي خالص روش      

هـاي   توانايي در به كـارگيري تكنيـك  . ، فيلتراسيون با ژل، تمايل سوبسترا، واكنش هيدروفوبيكيافي تعويض يونكروماتوگر

با فـراهم آوردن مقـادير   (سازي آنزيم را متحول كرده است  براي بروز آنزيمها در ميزبانهاي مشخص، خالص DNAتركيبي 

سـازي را   پيشـرفت رونـد خـالص   ). ا را بطور يكنواخـت خـالص نمـود   توان آنه زيادي از آنزيم كه در اكثر موارد به راحتي مي

تـوان بـا    ، و يكنواختي آنهايي آن را مـي )فعاليت به ازاي واحد توده(آنزيم توان با سنجش افزايش يك فعاليت اختصاصي  مي

   .الكتروفورز ژل پلي آكريل آميد ، مورد بررسي قرار داد
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قطعـه كـردن سـلول تـوأم بـا       هـاي هيسـتوكميكال و قطعـه    هـا، توسـط روش  تعيين دقيق مكان داخـل سـلولي آنزيم        

  ]61[. گيرد ها يا قطعات هموژن سلولي، صورت مي آناليزآنزيماتيك نمونه

  كينتيك آنزيمها: 1-1-2

بـا  (هاي كاتـاليز شـونده توسـط آنـزيم را      ها، سرعت واكنش ، غلظت آنزيم و غلظت سوبسترا و مهار كنندهpHحرارت،       

رخ ) فعـال (اتصال به سوبسـترا و كاتـاليز، در ناحيـة كاتاليتيـك     . دهند تغيير مي) ربردهاي مهمي براي سلامتي و بيماريكا

هـا يـا    توانـد حـاوي كـوآنزيم    اي مي هاي اسيدآمينه بعدي از آنزيم است كه علاوه بر ريشه دهد؛ اين منطقه يك ناحيه سه مي

هاي مـولتي متـر    هاي آنزيمها يا در سطح مشترك بين زير واحدهاي آنزيم در شكافنقاط فعال غالباً . يونهاي فلزي نيز باشد

  ]61[. قرار دارند
 اثر حرارت بر روي آنزيم  -1-1-2-1

آورد كـه   يابد، اما اين افزايش تنهـا تـا هنگـامي دوام مـي     با افزايش يافتن حرارت يك آنزيم، سرعت واكنش افزايش مي      

نيروهاي ضعيف غير كووالانسي كه سبب بقاي ساختمان ثانويه و سـوم طبيعـي    جدايياز انرژي سطح انرژي كينتيك آنزيم 

  ]61[.كند در اين نقطه، فعاليت به تدريج كاهش پيدا مي. باشد بيشترشوند،  مي

 بر روي آنزيم pHاثر -1-1-2-2

اسـيدي يـا بـازي اسـيدهاي      Rهاي  روه، با تغيير دادن حالت باردار گ)9تا  5يعني در محدودة ( pHتغييرات متوسط       

. گذارنـد  كنند، بر فعاليت آنزيم تـأثير مـي   ك شركت مييتيآمينه كه در كاتاليز، اتصال به سوبسترا و يا در آرايش ناحية كاتال

  ]61[ 1.دهند كه در آن مقادير فعاليت بهينه را دارا هستند را نشان مي pHها مقاديري از  بنابراين آنزيم

 

 ثير غلظت آنزيم و سوبسترا تأ-1-1-2-3

. كمتر از غلظت مولي سوبستراي آن است (E)تقريباً در تمام حالات حايز اهميت فيزيولوژيك، غلظت مولي يك آنزيم       

چون سوبستراي كافي براي واكنش با آنزيم آزاد در دسترس است، بنابراين هر گونه افزايش يا كاهش در غلظـت آنـزيم، بـا    

تنها در هنگـام وجـود    [S]با وجود اين، تغيرات غلظت سوبسترا . اهش در سرعت واكنش همراه خواهد شديك افزايش يا ك

هنگامي كه تمام آنزيم به صـورت كمـپلكس   . گذارند آنزيم آزاد كافي در محيط پيرامون واكنش، بر سرعت واكنش تأثير مي

ES حالت ( در مي آيدVmax( افزايش بيشتر در ،[S] ثابـت ميكـائيليس   . ت واكنش نخواهد شدسبب افزايش سرع(Km) 

                                           
1- Optima  PH 
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اسـت  كـه در آن نصـف آنـزيم بـه       )Vmax (غلظتي از سوبستراست كه  سرعت واكنش معادل نصف ميزان حداكثرسـرعت 

  ]61[. شود وجود دارد منجر مي ESصورت 

  مكانيسم عمل  -1-1-3

بـا وجـود ايـن، بـر خـلاف      . ش شـيميايي هسـتند  هاي واكـن  هاي كاتاليز آنزيمي دقيقاً منعكس كنندة مكانيسم مكانيسم    

كاتاليتهاي غيرآلي يا آلي ساده، آنزيمها نظـم بسـيار دقيقـي از اختصاصـي بـودن سوبسـترا و كـارايي كاتاليتيـك را نشـان          

 هـا  آمد روند تكامل تحولي نقاط فعال است كه دقيقاً براي كاتاليز سريع و انتخايي يكايك واكنش ها پي اين ويژگي. دهند مي

كنند، به عوض يك مـادة حـد    مسيرها يا طرقي كه توسط آن آنزيمها سوبستراها را به محصولات تبديل مي. اند تناسب يافته

هـدف نهـايي مطالعـة    . واسط آنزيم سوبستراي واحد، در بر گيرندة يك توالي از مـواد حـد واسـط متصـل بـه آنـزيم اسـت       

  ]61[.مي باشديمها به عنوان كاتاليست در سطح مولكولي ها عبارت از درك مؤثر و اختصاصي بودن آنز مكانيسم

  ها تنظيم فعاليت-1-1-4

  :شود  تنظيم فعاليت آنزيمها از يك طريق اصلي سبب حفظ هومئوستاز مي      

ماننـد تغييـر   (ي و داخل ارگانيسمي عليرغم نوسانهاي وسيع در محيط خـارجي  لبرقراري يك محيط نسبتاً ثابت داخل سلو

شـمار بيوشـيميايي    هاي بي براي حصول هومئوستاز، سرعت واكنش). ور يا غياب آب يا انواع غذاهاي اختصاصيحرارت، حض

  .بايد پاسخگوي نيازهاي فيزيولوژيك باشد

هاي مختلف، و روند ترشح شدن به صورت پروآنزيمها يا زيموژنهاي فاقد  هاي موضعي سوبسترا، حضور آنزيم در بخش غلظت

بـه عـلاوه، تغييـرات سـريع و مـبهم در فعاليـت       . همگي در تنظيم روندهاي متابوليك مشـاركت دارنـد   فعاليت كاتاليتيك،

دار شدن انتخابي متابوليستها بـه طـرف يـك رونـد      هاي مهمي را در جهت تيك آنزيمهاي كليدي تنظيم شونده، نقشيكاتال

 Kmناحية كاتالتيك، ممكن است با دخالت تغييـر   تعديل فعاليت آنزيم از طريق تغييرات آرايشي در.كنند متابوليك ايفا مي

  .، صورت بگيردVmaxو  Kmبراي واكنش كلي و يا اثر بر روي  Vmaxبراي يك سوبسترا، 

آنـزيم هـدف و   . شـود  فعاليت بسياري از آنزيمها توسـط تغييـر كووالانسـي تنظـيم مـي       ها و ساير يوكاريوتها، در انسان      

ور كننـده از طـرف    بخشي از يك آبشار تنظيمي را تشكيل دهند كه به يك سيگنال شـعله  آنزيمهاي مبدل آن، ممكن است

  ]61[. دهد پاسخ مي) cAMP(يك هورمون و يا توسط يك پيامبر ثانويه مانند آدنوزين مونو فسفات حلقوي
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  ايزو آنزيم -1-1-5

سازي آنزيمها  هنگامي كه تكنيكهاي خالص. ندتيك يكسان هستيايزو آنزيمها، اشكال فيزيكي مجزاي يك فعاليت كاتال      

نمايند اما خـواص   گرفتند اين امر مشخص شد كه اگر چه بعضي آنزيمها واكنش يكساني را كاتاليز مي  مورد استفاده قرار مي

 تيـك ياشكال فيزيكـي مجـزاي يـك فعاليـت كاتال    . دهند هاي قابل توجه بسياري را نشان مي فيزيكي و شيميايي آنها تفاوت

هـاي سـلولي و يـا در داخـل يـك       يكسان، ممكن است در بافتهاي مختلف يك ارگانيسم، در انواع سلولي مختلف در بخـش 

هاي جداسازي و الكتروفورتيك براي جداسازي اشـكال   اين كشف به دنبال به كارگيري روش. پروكاريوت وجود داشته باشند

  .تروفورتيك مجزاي يك فعاليت آنزيمي خاص، صورت گرفكتال

در طب باليني ايزوآنزيم يا ايزوزيم به معني اشكال فيزيكي متفـاوت و قابـل جداسـازي يـك آنـزيم مفـروض محـدود              

ممكن است بافتهاي مختلـف حـاوي   . هاي تحت سلولي يك انسان وجود دارند شود كه در انواع سلولي مختلف و يا بخش مي

  . تمايل به سوبستراها، تفاوت داشته باشند ايزوزيمهاي مختلفي باشند و اين ايزوزيمها از نظر

وجود ايزوآنزيمهاي مشخص از آنزيمهاي سـرمي فاقـد عملكـرد،    . ايزوآنزيمها در تمام اشكال حيات و بافتها وجود دارند      

. دهـد  آگهي بـه دسـت مـي    نشاندهندة آسيب بافتهاي اختصاصي انسان است و اطلاعات با ارزشي را از نظر تشخيص و پيش

]61[  
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  1آدنوزين دآميناز-1-2

  مقدمه -1-2-1

 03050404ECبه صـورت   IUB) ( 2المللي بيوشيمي آدنوزين دآميناز يا آدنوزين آمينوهيدرولاز از طرف انجمن بين      

  .تبيان شده اس

هـاي   سـلول  داران ديـده شـده اسـت در مجمـوع در     هاي زيادي از ميكروارگانيسمها، گياهان و مهـره  اين آنزيم در گونه      

با وجود مطالعات زيـادي كـه صـورت گرفتـه ولـي      . كند پستانداران نقش مهمي در تمايز و تكامل سيستم لنفوئيدي ايفا مي

سبب ايجاد بيمـاري   ADAنقص مادرزادي . ها هنوز مشخص نيست در بافت ADAنقش فيزيولوژيكي آدنوزين دآميناز يا 
3SCID يتهاي شود كه در اين بيماري تكامل لنفوس مي T  وB  چنـدين بيمـاري اسـت كـه در آن     . شـود  دچار نقص مـي

ADA 8و39[. يابد از حد نرمال افزايش مي[   

  نقش فيزيولوژيكي آدنوزين دآميناز -1-2-2

داكسـي   2'داكسـي آدنـوزين بـه اينـوزين و      -2'آدنوزين دآميناز يا آدنوزين آمينوهيـدرولاز دآميناسـيون آدنـوزين و          

  )1-1شكل.(كند تاليز مياينوزين را كا

تواند به وسـيله   كه يا مي. مي شودين تليزه شدن اين نوكلئوزيدهاي د آمينه شده منجر به ايجاد هيپوگزانوبنابراين متاب      

گرانين فسـفوريبوزيل ترانسـفراز بـه مونـو      -گزانتين اكسيد از به اسيد اوريك تبديل گردد و يا به وسيله عمل هيپوگزانتين

در متابوليسـم پـوريني كـه در بـالا اشـاره شـد، همچنـين         ADAعلاوه بر نقش كليـدي  ) 19.(شود دها تبديل مينوكلئوئي

  :تواند به دو گروه تقسيم شود  اين نقشها ميكه . دارد گرييد فيزيولوژيك مهم هاينقش

-ectoي و سيتوزول ADAتوسط فعاليتهاي آنزيمي  تنظيم غلظت آدنوزين خارج سلولي و آدنوزين داخل سلولي -1

ADA. 

  هاي سطح  توسط اتصال به مولكول ecto-ADAهاي غيرآنزيمي  فعاليت -2

  ]25[ .سلولي    
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