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ABSTRACT   

 Callus from hypocotyl explants of lettuce (Lactuce sativa , L.) was  
initiated on a modified Murashige and Skoog medium containing 1.0 
mg/l of benzyladenine (BA) and naphthalene acetic acid (NAA)as growth 
factors. Thymidylate synthase (EC 2 . 1 . 1 . 45) was found in lettuce 
callus and purified about 100 fold treatment by ethanol and chloroform , 
ammonium sulfate and gel filtration on sephadex G – 150. Some 
properties of the partial purified enzyme from callus were investigated . 
The molecular weight was found to be a round 30000 D. The partially 
purified enzyme has an optimum pH of 6.8 with 50 mM potassium 
phosphate buffer with incubation temperature 30°C. The Michaelis - 
Menten constant for deoxyuridinemonophosphate (dUMP) was 1-05×10-

5M and for tetrahydrofolate (THF)  3.339 × 10-3M . 
  

  الخلاصة
خـس             استحدث الكـالس مـن قطـع الـسيقان تحـت الفلقيـة لبـادرات نبـات ال                 

(Lactuce sativa , L.)يج وسـكوك المحـور والمـضاف اليـه     ش النامية على وسط مورا     

نقـي انـزيم    .  كمنـشطات نمـو    لتر من البنزايل ادنين والنفثالين حامض الخليك      / ملغم   ١,٠

 ـ   ١٠٠ بمقـدار    خس المعزول من كالس ال    )TS(يز  ثنيالثايمدليت س  طة معاملتـه   ا مـرة بوس

وكبريتات الامونيوم وكذلك من خـلال تمريـره بعمـود الفـصل             .بالايثانول والكلوروفورم 

ودرس عـدد مـن    .  G – 150 الكروماتوغرافي الحاوي على الجيل من نوع الـسيفادكس  

      ن الجزيئـي التقريبـي مـساوية      وجد ان قيمة الوز   ، صفات الانزيم المنقى جزئياً من الكالس     

   دالتون ٣٠٠٠٠لـ 

  مستل من اطروحة الدكتوراه للباحث الثالث
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 فوسـفيت   – عند استخدام البوتاسـيوم      ٦,٨دالة الحامضية   الواعطى الانزيم افضل فعالية عند      

وكانـت قيمـة ثابـت       .  م ٣٠ ودرجة حرارة    اً منظم لاًمحلوبوصفه   ملي مولار    ٥٠بتركيز  

  و وكسي يوردين احادي الفوسـفيت    ي ا د مولار لل  5١٠- × ١,٠٥ ـمساوية ل ) Km(ميكيلس  

  .للتتراهيدروفوليتمولار  3١٠- × ٣,٣٣٩
  

  المقدمة
  يوردين احادي الفوسـفيت الـى الـدي        الدي اوكسي وكليوتيد الثايمين بتحويل    ني يبنى

) ١  ((EC 2 . 1 . 1 . 45) سـينثيز وكسي ثايمين احادي الفوسفيت بوجود انزيم الثايمدليت ا

 واحلال مجموعـة   dUMP لليوراسيل في٥وذلك بازاحة الهيدروجين المرتبط بذرة الكربون 

 وبذلك يكـون مـساعد   يتروفول مثيلين تتراهيدN10, N5 –مثيل بدلا عنها من مساعد الانزيم 

) ٣ (ئناب في خلايا الل   سينثيز انزيم الثايمدليت    درس. )٢(الانزيم مصدرا للهيدروجين والمثيل     

 في خلايا الاحياء المجهريـة      كذلك على نمو مفصل   ودرس الانزيم   ) ١ (اتوفي خلايا الابتدائي  

على  فعالية الانزيم    قيستوقد  ، وهناك دراسات محدودة جدا عن فعاليته في خلايا النبات          ). ٤(

بعـد  ) ٦( DNAوانخفاض بنـاء محتـوى      ) ٥(ام المايتوزي   سقنبدلالة الا  غير مباشر    نحو

 فعاليـة الانـزيم فـي خلايـا         وقيـست  . سـينثيز ات انزيم الثايمـدليت     بطاحد مث معاملته ب 

  ).٨(وفي الخلايا المعلقة للجزر ) ٧(الصنوبر والجزر والتبغ والكلاميدوموناس 
  

   هوطرائقالعمل مواد 
  وتنميتهاستحداث الكالس 

) Lactuca sativa ,C.V. Longiflore( النقية وراثيـا  خساستعملت بذور نبات ال  

% ٩٦عقمت البذور بمعاملتها مدة دقيقتين بمحلول الكحول الاثيلي بتركيـز           . لاغراض البحث 

مدة سبع دقائق وغـسلت البـذور       % ٢٠بتركيز  ) هايبوكلورات الكالسيوم (ثم بمحلول القاصر    

لزراعة البـذور وتنميـة   ) ١٠ ,٩ (Arnonواستخدم وسط . المعقمعدة مرات بالماء المقطر 

وزرعت هـذه  ، ةق المعمخسلكالس من قطع الساق تحت الفلقية لبادرات ال  استحدث ا ، البادرات

المحور الحاوي بنزايل ادينـين والنفثـالين   ) ١١)  (MS(القطع على وسط موراشيج وسكوك   

  .من الفحم المنشط%  ٠,٥لتر لكل منهما و /  ملغم ١حامض الخليك بتركيز 

  

  وتنقيته سينثيزليت داستخلاص انزيم الثايم

 خزفي مبرد واضيف اليه     ن يوما في هاو   ٣٠ بعمر   خسغم من كالس نبات ال    ٥٠سحق    

ملي مولار وبدالـة حامـضية       ٥٠لبوتاسيوم فوسفيت بتركيز    ا من المحلول المنظم     3م س ١٦٠
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 ٢٠٠٠٠اكمل السحق وتحطيم الخلايا باستخدام جهاز الترددات فوق الصوتية بتـسليط            ). ٧(

ئق عن الراسب باستخدام جهـاز الطـرد المركـزي        فصل الرا .  دقيقة مدة نصف دقيقة    /ذبذبة

باسـتخدام  ) ١٢ (يقـة  الانزيم حسب طر   نقي. دقيقة مدة ساعة  / دورة   ٩٠٠٠المبرد بسرعة   

    مع الماء المقطر بدرجة حـرارة       الغشائيورم ثم اجراء عملية الفرز      الايثانول النقي والكلوروف  

٤ سـتخدام  او%. ٧٠- ٠كيز تتراوح بين     ساعة والترسيب بكبريتات الامونيوم بترا     ٢٤مدة   م

قـدرت  .  من الكـالس سينثيز  لفصل انزيم التايمدليت  G – 150كس دمادة الهلام نوع السيفا

وفعاليـة انـزيم    ) ١٣( لاوري   ةبعد كل خطوة من خطوات التنقية حسب طريق       كمية البروتين   

ة في الامتـصاص  التي تعتمد على  الزياد) ١٤ ( Friedkin ة حسب طريقسينثيزالتايمدليت 

 احـادي  ين  نانوميتر بوجـود الديوكـسي يـورد   ٣٤٠الضوئي للمحلول عند الطول الموجي  

  .اً مساعدلاًعامبوصفه  ت والتتراهيدروفولياً اساسبوصفه مادةالفوسفيت 

  

  النتائج والمناقشة
  وتنميتهاستحداث الكالس 

تجابة عاليـة   اس (.Lactuce sativa , L) خساظهرت قطع سيقان بادرات نبات ال  

 ـ  ) ١١( المعقـم     MS الوسط الغذائي    فيلاستحداث الكالس     NAA و    BA  هالمـضاف الي

يعتمـد  ونموه   خسوهذا يوكد ان استحداث ونمو كالس ال      ، لكل منهما لتر  /  ملغم   ١,٠بتركيز  

  ).١٥(كالس النباتات الاخرى في ف وعلى وجود الاوكسينات والسايتوكاينينات كما هو معر

  

   سينثيزليت دلنوعية لانزيم الثايمالفعالية ا

 مرة تقربيا   ٦ ، ٥ ، ٤للانزيم المستخلص من الكالس بمقدار      النوعية  ازدادت الفعالية     

هـذا   لعـل   و، ) ١جدول  ال(على التوالي   وسيقانه وجذوره   راق نبات الخس    ومن فعاليتها في ا   

خلاص الانزيمات منها   لايا كالس الخس خلايا برنكيمية هشة مفككة يسهل است        خيعود الى كون    

)١٦(.  
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 المعزول من الاجزاء النباتية المختلفة سينثيزالثايمدليت الفعالية النوعية لانزيم ) ١(جدول ال

  .لبادرات الخس

  )*بروتين ملغم / دقيقة / مايكرومول( الفعالية النوعية  الاجزاء النباتية

  الكالس

  الاوراق

  السيقان

  الجذور

٩,١٠٣  
  

٢,٢٨٠  
  

١,٨١١  
  

١,٤٩٩  

  

  التنقية الجزئية للانزيم 
  

 للانزيم بمقدار ثـلاث مـرات مقارنـة          النوعية الى زيادة الفعالية  ) ٢(جدول  ال شيري  

وهذا يعطي مؤشرا على وجود الانزيم الحر في        ، بفعاليته في المستخلص الخلوي غير المنقى       

الكلوروفورم الى  وثانول  ادى استخدام الاي  ) . ١٦(السايتوبلازم وغير مرتبط بالاغشية الخلوية      

ات وذلك لقابليتها على التخلص من عدد مـن    زيادة في الفعالية النوعية للانزيم بمقدار سبع مر       

مـن   % ٤٠ – ٣٠ اعلى فعالية للانزيم بتـشبع       تم الحصول على  ). ١٧(ات الفوسفاتية   دبيلال

 مرة عند تنقيتهـا بعمـود الفـصل         ١٠٠ر  كبريتات الامونيوم وازدادت الفعالية للانزيم بمقدا     

 سـينثيز   الثايمـدليت ووجد ان قيمة الوزن الجزيئي لانـزيم  .G – 150كسي دسيفاالالحاوي 

وفـي  ) ٦(ر مما وجد في نبات الجـزر        ياقل بكث  ،)١شكل  ال(دالتون   ٣٠٠٠٠ لـوالمساوية  

  ).١٥(ن والبكتيريا ئخلايا اللبا

  خواص الانزيم 

لية الانزيم المنقى من كالس الخـس ازدادت بزيـادة تركيـز            اوضحت النتائج ان فعا     

وجـد ان فعاليـة     كمـا   ، ) ٢شكل  ( مايكروغرام   ٦٠البروتين حتى بلغت اقصى حد لها عند        

،  دقيقة ١٤حد معين وبلغت اعلى حد لها بعد        الى  ة التحضين   مدالانزيم تزداد خطيا مع زيادة      

يعود الى نفاذ المادة الاساس او الانـزيم         ذلكلعل  و) ٣شكل  ال(ثم اعقبها انخفاض في الفعالية      

الى زيادة الفعالية بزيادة درجة الحرارة الى حـد         ) ٤(شكل  الويشير  ) ١٦(في محلول التفاعل    

م ثم اعقبها انخفاض في الفعالية وهذه الدرجة مقاربة لدرجـة الحـرارة المثاليـة لعمـل                 30ْ

                                           
 لكل دقيقة لكل dUMPكمية الانزيم اللازمة لتحويل مايكرومول واحد من :  الفعالية النوعية للانزيم  )*   (

  .ملغرام بروتين
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 سـينثيز ختلف عن انزيم التايمـدليت      يفي حين    )١٩ ، ١٦(زيمات المستخلصة من النبات     الان

  ن والاحياء المجهريةئالمستخلص من خلايا اللبا

 الى وجـود    كذلكوتشير النتائج   ). ٤ ، ٣ (م ٣٧يعمل باعلى فعاليته عند درجة حرارة       اذ   ، 

الا ان المحلـول المـنظم      ) ٣جـدول   ال(فعالية للانزيم في المحاليل المنظمة المستخدمة فـي         

افـضل  ) ٥الـشكل     (٦,٨ ملي مولار وبدلالة حامـضية       ٥٠فيت بتركيز    فوس –البوتاسيوم  

 – الحامضي والستريت    –محلول قياسي لتحديد فعالية الانزيم مقارنة بالمحلول المنظم الترس          

 المثالية وهذا مشابه لانزيم الثايمـدليت  pH ـواظهر الانزيم قمة امتصاص واحدة لل  ، فوسفيت

عدد مـن   وهذا يختلف بدوره عما وجد في       ) ٦(معلقة للجزر    المستخلص من الخلايا ال    سينثيز

ازدادت ) . ٢٠( المثاليـة للانـزيم    pHـ ن للاتظهر قمتاذ ، انواع الكائنات الحية الاخرى 

فـازدادت  ) ٤جدول  ال(الايونات المعدنية الى محلول التفاعل      عدد من   الفعالية للانزيم باضافة    

ملي  ٤٠ان تركيز   ) ٦(ويوضح الشكل   . )16 (غنيسيومالفعالية بمقدار الضعف بوجود ايون الم     

 ـ،  الانزيمعملمولار من ايون المغنيسيوم هو الامثل ل       س يلواوضحت النتائج ان قيمة ثابت ميك

ــون – ــب ) Km( منت ــساوية  dUMPلمرك ـــم ــولار ×3-١,٠٥10 ل ــ( م  ).٧شكل ال

اعلى من  Kmم لل وهذه القي) ٨شكل ال(مولار  × 3-٣,٣٣٩10لـ تراهيدروفوليت مساوية توال

ويوضـح  ) ٢١(وفي خلايا الكائنات الحية الاخـرى       ) ٨(تلك القيم في الخلايا المعلقة للجزر       

في حالة حـذف او اسـتبدال       انخفاض النسبة المئوية لفعالية الانزيم بدرجة كبيرة        ) ٥(الجدول  

بدوره ان  وهذا يؤكد   ، الداخل في التفاعل  ) THF(او العامل المساعد    ) dUMP(المادة الاساس   

  ).22(فقط  متخصص يعمل فقط بوجود هذه المواد سينثيزانزيم التايمدليت 
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ل اً  )٥(جدول ا ثايمدليت سينثيز المنقى جزئي ل المتطلبات الاساسية لعمل انزيم ا

  الس نبات الخسمن ك

  الظروف
  الزيادة في الامتصاصية

(340nm / 14min) 

  النسبة المئوية

%  

 100 320 . 0  المحلول الكامل* 

  dUMP 0 .000 0.0حذف 

  THF 0 .000 0.0حذف 

  HCHO 0 .001  0.03حذف 

 0.0  000. 0  حذف الانزيم

 واضافة  dUMPحذف 

dCMP 
0 .006  2.0  

  DHF 0 .001  0.3 واضافة THFحذف 
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