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 معلومات البحث:   : الخلاصة

كاينيز   بايروفيت  إنزيم  تنقية  لمرضى    M2تمت  المصل  بروتين  ترسيب  عن طريق 

باستخدام   الثدي  التبادل  4SO2)4(NH%  65سرطان  كروماتوغرافيا  استخدام  وتم   ,

الب   CM-Celluloseالأيوني   إنزيم  كي يروفالتنقية  على  ،  M2زي ين ات  الحصول  تم  إذ 

قمة بروتين واحدة من خطوة الغسل وقمة أخرى بعد الاسترداد ، وقد أشارت النتائج 

لإنزيم   الفعالية  كانت    PKM2  17.5U/mLأن  النوعية    145.8U/mgوالفعالية 

البروتين   تركيز  فبلغ  0.12mg/mLوكان  الاسترجاع  مقدار  اما  وعدد  42،   %

التنقية كانت   تنقية  ،مرة  3مرات  نتائج  الب   واشارت  لعمود   M2زي ين ات كي يروفاإنزيم 

إلى ظهور حزمة بروتينية واحدة فقط ذات    Sephadex G-200 الترشيح الهلامي  

كاينيز   الباريوفيت  لإنزيم  عالية  إلى    M2فعالية  وصلت  وكانت    20U/mLالمنقى 

 مقدار   اما  ،mg/L 0.05  البروتين  تركيزو  400U/mg   النوعية  فعاليةال

تم دراسة الظروف المثلى    و  ،مرة  8  كانت  التنقية  مرات   وعدد%  40  فبلغ  الاسترجاع

كاينيز  لإ البايروفيت  من خلال    M2نزيم  الثدي  امصال مرضى سرطان  من  المنقى 

بايروفيت للمادة الاساس الفوسفواينول   مختلفة   قيم  ، وعدة EPEاستخدام عدة تراكيز 

ودرجات حرارية مختلفة متدرجة إذ سجلت النتائج قيم كانت للتركيز الامثل   pHمن  

الاساس   هيدروجيني  3mMللمادة  ورقم   ،H 7p     مثلى حرارة  ،   Co37ودرجة 

تفاعل بحامضية     30minووقت  الإنزيم  استقرار  او  ثبات  قيم  استخرجت  وكذلك 

إذ   مختلفة،  حرارية  إنزيم  ودرجات    الرقم   عند  استقرارًا   أكثر  PKM2كان 

وكان إنزيم ،  %80-100وسجل الإنزيم فعالية متبقية بنسبة ثبات    7-9  الهيدروجيني

PKM2    بنسبة فعاليته  على  ويحافظ  من100% مستقرا  الحرارة  درجة  -37عند 
Co30  ثبات بنسبة  متبقية  فعالية  الإنزيم  وسجل  تصل    82-100%،  حراة  لدرجة 

C o52،  الحركية  تم  و الخواص  خلال    دراسة  القصوى    حساب من  السرعة  قيمة 

Vmax  وثابت ميكيلس  Km    لإنزيم  PKM2      المنقى من امصال مرضى سرطان

، إذ  Line Weaver-Burk plotبيرك  – للينوفر الخطية الثدي من تطبيق العلاقة 

 .Km 0.66و  Vmax 20.5وجد أن  
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 :المقدمة

التسرطن عملية متعددة العوامل يتم تحفيزها بشكل أساسي من خلال كل من الاستعدادات الجينية والأسباب البيئية، يتزايد عدد 

ة للوفاة في جميع أنحاء العالم، على الرغم من أن عددا كبيرا من ل عام ويصنف كأحد الأسباب الرئيسالوفيات المرتبطة بالسرطان ك

أكبر، ويعد سرطان   الحياة وتتطلب بشكل عام تكاليف  أنها تقلل بشكل كبير من جودة  الموت ، إلا  إلى  دائما  السرطانات لا تؤدي 

بنحو   يقدر  بالسرطان مع عدد  المرتبطة  للوفيات  الخامس  انتشارا والسبب  السرطان  أنواع  أكثر  أحد  مليون حالة   2.3الثدي حاليا 

يمثل بسببه      11.6%جديدة ما  الجديدة وتوفي  السرطانات  لبيانات    684996من جميع  العالم وفقا  أنحاء  في جميع   [1].حالة 

Globocan 2020  سيصل عدد الحالات الجديدة المشخصة على مستوى العالم   2030  تشير التوقعات الحالية إلى إنه بحلول عام

ترتبط بعض الانزيمات والمركبات الوسطية في عملية تحلل الكلوكوز  [2]. نمليو  0.87مليون سنويا بينما عدد الوفيات    2.7إلى  
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إذ    Aerobic Glycolysis pathwayالهوائي الخبيث  للورم  البرمجة الأيضية  الورم من خلال اعادة  بتطور  يعد  ارتباطا وثيقا 

الأكسجين،   من  كافية  كمية  وجود  حالة  في  أولي حتى  إنتاجي  مسار  السكر  للخلايا   التيتحلل  السريع  النمو  في  مهما  دورا  تلعب 

كاينيز    [5,4,3].السرطانية السك  M2   PKM2بايروفيت  تحلل  مسار  في  المعدل  من  يحد  مهم  الخطوة ر  إنزيم  في  يتحكم  لكونه 

السك تحلل  ذاتهرالنهائية من مسار  الوقت  في  التعبير   ،  السرطانية،    يتم  الخلايا  في  التكاثرية وخاصة  الخلايا  في  كبير  بشكل  عنه 

البذ يحفز فوسفواينول بيروفات  إ [8,7,6].  ويلعب دورا مهما في تكوين تأثير واربورغ وتكوين الأورام ت وإطلاق ي يروفالإنتاج 

وكشفت الدراسات السريرية أن سوء  التشخيص الطبي  [10,9]. يدخل في تنظيم نشاط التمثيل الغذائي للخلايا ونمو الورموالطاقة،  

التعبير   في  بالإفراط  وثيقا  ارتباطا  يرتبط  السرطان  أنواع  يع  PKM2للعديد من  الخبيثة  دالذي  للأورام  تشخيصية محتملة   علامة 

السابقة  [11,8]. الدراسات  مفر  PKM2إنزيم    وجود  وذكرت  السرطانات  overexpressed طبشكل  أنواع  من  العديد  في 

السكر  تحلل  أن  أيضا  أظهرت  و  الكبد،  وسرطان  والمستقيم  والقولون  والرئة  والبروستات  الثدي  سرطان  رئيسي  بشكل  البشرية 

يلعب دورا مهما في تطور الورم وانتشاره والبقاء على قيد الحياة وهجرة الخلايا السرطانية وبالتالي، فإن تثبيط   PKM2بوساطة  

PKM2  الدراسات الحديثة أن تثبيط إنزيم    ذكرتو[12]. لديه القدرة على تثبيط نمو الخلايا السرطانية بشكل انتقائيPKM2   يحفز

المبرمج في الخلايا السرطانية  يكون بمثابة هدف دوائي مثالي للسرطان  PKM2وبذلك فإن استهداف إنزيم    [13].موت الخلايا 

وبما ان التمثيل الغذائي للخلايا السرطانية يعد نقطة محورية للسعي   ،يوفر فرصة ممتازة لعلاجات السرطان وتطوير الأدوية[14].

كهدف محتمل لعلاج   PKM2إن هناك اهتمام كبير بتعديل انزيم    فضلا عنلإيجاد اساليب جديدة تستهدف علاج مرضى السرطان،  

المصابين بسرطان    المرضى   امصال  من  PKM2   انزيم  وفصل  تنقيةلى  إالدراسة الحالية  لذلك هدفت  [15]. مرض سرطان الثدي 

 الحركية. الثدي ودراسة الظروف المثلى وخواصه

 

 المواد وطراق العمل:

 من مصل الدم لمرضى سرطان الثدي  M2بايروفيت كاينيزفصل وتنقية انزيم 

الثدي   50جمعت  بسرطان  المصابات  النساء  من  الدم  من  من   عينة  العينات  اخذ  تم  المرضى  من  الاخلاقية  الرخصة  وبعد 

من مستشفى الاورام السرطانية التعليمي في مدينة الطب ومستشفى هيوا في محافظة السليمانية   النساء بعد تشخيص المرض حديثا، 

  إلى   2021  /9/2للفترة من  ( سنة،  70-25إذ تم تشخيص المرض من قبل الاطباء المختصين، تراوحت اعمار المريضات من )

   حسب الخطوات الاتية: مرضى سرطان الثدي من مصل الدم M2تم تنقية إنزيم بايروفيت كاينيز  ،2021 4//14

   الترسيب بوساطة كبريتات الامونيوم

إلى   تدريجيًا  الصلبة  الأمونيوم  كبريتات  بلورات  معينة من  اوزان  الخام3mL أضيفت  الإنزيم  درجة 4   دعن)المصل(    من 

ثلجي  مئوية لمدة    في حمام  المستمر  التحريك  اشباع    45مع  نسبة  على  للحصول  المركزي ثم  ،  65%دقيقة  بالطرد  المحلول  نبذ 

 ة إذابة الراسب بكمي و  المحلول الرائق،  التخلص مندرجة مئوية، تم    4وعند درجة حرارة    20minدورة في الدقيقة لمدة    6000

 [16]. لتحديد أفضل نسبة تشبع  ثم قدرت الفعالية الانزيمية والبروتين ،0.5Mوتركيز  pH 7مناسبة من محلول الفوسفات المنظم 

 كروماتوغرافيا التبادل الايوني

ووضع في نهايته قليل من الصوف الزجاجي لمنع حبيبات الراتنج من التسرب  cm(40×2.5)  بأبعاد    استعمل عمود زجاجي

بصورة بطيئة ومتجانسة في العمود لمنع تكون فقاعات هوائية   35cmحتى ارتفاع    خارج العمود، سُكب المحلول العالق للراتنج

المحضر في  محلول   Column buffer   العمل  بمحلول  CM-Cellulose  تعيق عملية الفصل، بعد ذلك تم غسل عمود الراتنج

المنظم  بوتاسيوم بمقدار    pH 5.2  و   50mMبتركيز    فوسفات  تدفق  على سرعة  الحصول  تم  حتى   ،30 mL/hr ،    إضافة ثم

المنظم  3mLالمحتوي على    محلول الإنزيم المذاب بكمية من محلول  البروتين  إلى عمود    تقريبا من   ،CM-Cellulose   ويترك

العمو العمودداخل  في  ليتشرب  قليلة  لدقائق  العمود    استردادتم  ،  د  من   linear gradient   خطيالتدرج  ال  باستعمالالأنزيم 

المحلول   منبواسطة  بمحلول  Column bufferالعمل  محلول  500mL   المحضر  مسبقا  المنظمال  المحضر  بتركيز   فوسفات 

50mM  و  pH 5.2 500  المحلول الثاني للتدرج الخطي محضر من    وmL  من محلول العمل ذاته  ولكن عند pH 7.6   اذ تم

معايرة او  مع    ضبط  له  الحامضية  البوتاسيوم    2Mالدالة  هيدروكسيد  بحجم    ،KOHمن  العمود  الناضحة من  الاجزاء   وجمعت 

3mL280كل جزء عند    فعاليةتم قياس  [17]. للجزء الواحدnm    باستخدام مقياس الطيف المرئي للأشعة فوق البنفسجية،      340و

لأجزاء الذروة، ثم تم تجميع الأجزاء المفصولة التي تظهر فعالية إنزيم M2 فعالية إنزيم بايروفيت كاينيزتركيز البروتين و  لتحديد  

 للاحتفاظ بها لخطوات التنقية بالترشيح الهلامي.M2 بايروفيت كاينيز 
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     الترشيح الهلاميكروماتوكرافيا 

الزجاجي لمنع حبيبات الهلام من التسرب   ووضع في نهايته قليل من الصوف  cm(45×2.5)استعمل عمود زجاجي بقطر   

حتى   خارج العمود، سكب المحلول العالق للهلام في العمود بصورة بطيئة ومتجانسة لمنع تكون الفقاعات الهوائية التي تعيق الفصل

غُ cm 40ارتفاع   محلول،  من  كافية  بكميات  العمود  الالمحضر    Column buffer العمل    سل  المحلول  لفوسفات في  منظم 

ببطيء فوق سطح   نزيمالامحلول  من    3mL أضُيف  ،  30mL/hrحتى تم الحصول على سرعة تدفق بمقدار  pH 7.4 البوتاسيوم  

لمدة  Sephadex-G.200هلام   الهلامخمسة   وترك  عمود  في  ليتشرب  باستخدام  ،  دقائق  الفصل  بعملية  البدا  من   250mLتم 

البوتاسيوم  المحضر في المحلول    العمل  محلول بعد [17]. للجزء الواحد  3mL، اذ جمع     pH=7.4 و     50Mالمنظم لفوسفات 

  .280nmوتركيز البروتين 340nmعند M2جمع الاجزاء الناضحة من عمود الفصل تم تقدير فعالية انزيم البايروفيت كاينيز

 المنقى   M2 نزيم بايروفيت كاينيزإفعالية  قياس

تم مزج  Gui اتبعت طريقة   إذ  يدويا،  الكواشف  الكاشف الاول     200µlحضرت  المنظم    R1من  )المحلول   المتكون من 

الكاشف الثاني   50µlمع    0.26mM)بتركيز  U/L  ، NADH 1820بتركيزLDH ، إنزيم  80mMبتركيز    HCl pH7.5تريس  

R2    البوتاسيوم )كلوريد  من  المغنيسيوم  1.04Mبتركيز  KCl المتكون  وكلوريد   ،MgCl2    78بتركيزmM ثنائي الادنيوسين   ،

تريس26mMبتركيز  ADPالفوسفات   المنظم  والمحلول   ،-  pH7.5  HCl    80بتركيزmM    بايروفيت فوسفواينول   ، 

PEP  1.7 بتركيزmMفركتور إنزيم    10µlو  2mM) بتركيز  FBP   الفوسفات   ثنائي  ،  المقطر    PKM2من  الماء  أو  المنقى 

  طريق  دقائق، تم مراقبة التفاعل بشكل مستمر كل دقيقة عن   10لمدة      Co37للمحلول الكفء، حضن المزيج عند درجة حرارة  

 .340nm  [18]عند قياس الفعالية

 :من المعادلة الاتية U/mLبوحدة   M2تم حساب فعالية إنزيم بايروفيت كاينيز 

  

 ت  

 

 

 M2قدير تركيز البروتين لأنزيم بايروفيت كاينيز ت

  pH7   من محلول الفوسفات 0.45mL   اضيف إلىمن عينة محلول البروتين و   0.05mLاخذ،  Bradford  طريقة  اتبعت 

الزرقاء    محلول  من  2.5mL  و  0.5M  بتركيز قيست    ،G-250  Comassie blueالصبغة  اللونثم  الطول   ندع  شدة 

 BSA [19].لبروتين البومين البقرواعتماداً على المنحني القياسي  بروتينمحتوى الل  595nmالموجي

 المنقى   M2لإنزيم البايروفيت كاينيز الدراسات الحركية 

تنقيتها من امصال مرضى سرطان  التي تم  في الأجزاء الناضحة    M2بايروفيت كاينيز    نزيمتمت دراسة الصفات الحركية لإ

 . الثدي

 ( فوسفواينول بايروفيتتأثير المادة الأساس ) 

تأثير  دراسة  الأساس  تم  للمادة  المختلفة  بايروفيت    التراكيز  التفاعل  فوسفواينول  كاينيز    نزيملإلعلى سرعة    M2بايروفيت 

تراكيز مختلفة من   بايروفيتباستعمال  اينول  الفوسفو  الأمثل لأنزي    mM  1 ,2 ,3 ,4 ,5مادة  التركيز  وقد   ، PKM2ملحساب 

 ىالمنق   M2بايروفيت كاينيز  نزيم  حساب نشاط الإ, ل Co73عند درجة حرارة     PKM2في قياس فعالية  اتبعت الطريقة المذكورة

ب  أمصالمن   المصابين  الثدي،  المرضى  التركيز  سرطان  تم حساب  الأساس  المادة  التفاعل وتركيز  بين سرعة  العلاقة  ومن رسم 

 [20]. تصل عنده سرعة التفاعل إلى السرعة القصوى التي ،الأمثل

   Vmaxو  Kmمنتن  –تعيين قيم ثابت ميكاليس  

الثابت  تم   قيم  المست    Kmتعيين  الأساس  بايروفيت،  خدمةللمادة  الثابت    فوسفواينول  قيم  على  الحصول   و    Kmوتم 

Vmax[21]. وتركيز المادة الأساسبيرك التي تربط بين القيم العكسية لكل من السرعة  –استعمال طريقة لينوفر  ب  

 M2تأثير الدالة الحامضية على إنزيم البايروفيت كاينيز  

  ،  pH 10-5مختلفة تتراوح من  امضيةح  ارقام  مادة الاساس عندالمنقى إلى محلول الM2 بايروفيت كاينيز  تم إضافة الإنزيم  

  المادة  بوجود  ،pH 10-7  المنظم  محلول تريس و   ،  pH 6.5-5  الرقم الهيدروجيني للمحلول المنظم صوديوم اسيتيت   التي تتضمن

عند كل قياس حتى تم  min 10لمدة    الأنابيب  ، وحضنت C o37حرارة   بدرجة  مائي  حمام  في   التفاعل  وتم   3mM  بتركيز  الأساس

      PKM2 enzyme activity in U/mL =(∆A /6.22) × 1/min × (TV/SV) × 103  
 

 

    A: absorbance      
    TV: total volume  
    SV: sample volume  
    Extinction Coefficient:6.22   
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 الإنزيم  فعاليةو  هدروجينيال  الرقموتم رسم العلاقة بين    340nmعند الطول الموجي    الإنزيم  فعالية  تقيسالحصول اعلى فعالية ,  

.[22] 

 M2لإنزيم البايروفيت كاينيز  Kmتأثير الدالة الحامضية على قيمة الثابت 
باستخدام قيم مختلفة للاس الهيدروجيني    M2لإنزيم البايروفيت كاينيز    Kmتم تحديد تأثير الدالة الحامضية على قيمة الثابت  

بوجود تراكيز مختلفة من المادة الاساس فوسفوا ينول بايروفيت   Co73وبدرجة حرارة    8.5,8.0)  ,7.5,  7.0  6.5,  5.5 ,6.0,)

3mM ,2mM    تم قياس فعالية إنزيم بايروفيت كاينيزM2بيرك لحساب قيمة ثابت    -، ومن ثم باستخدام رسم لينوفرKm,Vmax 

.[21]  

   M2فعالية إنزيم البايروفيت كاينيز  الزمن على تأثير

المنقى إلى M2 بايروفيت كاينيز  إضافة الإنزيم    من خلال  M2تم دراسة تأثير المدة الزمنية على فعالية إنزيم بايروفيت كاينيز

الأنابيب في فترات   وحضنت  3mM  بتركيز  الأساس  المادة  بوجود  ،  Co37، ودرجة حرارة    pH 7.0عند    مادة الاساسمحلول ال

 رسم  ، وتم  340nmعند طول موجي    M2 فعالية إنزيم بايروفيت كاينيز    قياس  ( ،ثم تم5min-60زمنية مختلفة تتراوح بين ) 

   [23].الزمن مقابل فعالية الإنزيم

 M2إنزيم البايروفيت كاينيز  فعالية على درجة الحرارة تأثير

الأساس فوسفواينول   المادة  بوجود  ،pH 7.0عند     مادة الاساسمحلول الالمنقى إلى  M2 بايروفيت كاينيز  تم إضافة الإنزيم  

إنزيم   عند كل قياس حتى تم الحصول اعلى فعالية ، ثم قيست  min 10لمدة    الأنابيب  وحضنت 3mM بتركيز  بايروفيت فعالية 

فعالية   رسم  ، وتم340nmمئوية عند طول موجي    درجة  49  25-مختلفة تتراوح بين    حرارة  درجات  فيM2 بايروفيت كاينيز  

  [23].الحرارة درجة مقابل الإنزيم

 M2لإنزيم البايروفيت كاينيز  Kmتأثير درجة الحرارة على قيمة الثابت 

 ,50   باستخدام درجات حرارية مختلفة    M2لإنزيم البايروفيت كاينيز    Kmتم تحديد تأثير درجة الحرارة على قيمة الثابت  

Co40 ,30, 20 ,10  وبدالة حامضية ،pH 7.0    2بوجود تراكيز مختلفة من المادة الاساس فوسفوا ينول بايروفيتmM , 1mM  

  ,3mM  10 وحضنت لمدةmin  وتم قياس فعالية إنزيم بايروفيت كاينيزM2بيرك لحساب قيمة   -، ومن ثم  باستخدام رسم لينوفر

 [21]. عند كل درجة حرارية Km Vmaxثابت 

 

 النتائج والمناقشة:

 من مصل دم مرضى سرطان الثدي  M2 ((PKM2عزل وتنقية انزيم بايروفيت كاينيز 

من مصل المرضى المصابين بسرطان الثدي الذي تم جمعها قيد الدراسة، بعدة طرائق   M2 تم تنقية إنزيم بايروفيت كاينيز  

تم حساب الفعالية النوعية للإنزيم والفعالية الكلية وعدد مرات التنقية والحصيلة الإنزيمية   و وقدرت فعالية الإنزيم المنقى والبروتين  

، وتركيز البروتين للإنزيم الخام Crude enzymeوقدرت فعالية الانزيم الخام    ،1)لكل طريقة مستخدمة وكما موضح بالجدول)

، وتركيز 50U/mg، والفعالية النوعية للإنزيم الخام  15U/mLإذ اشارت النتائج ان فعالية الإنزيم الخام كانت  قبل عملية التنقية،  

الخام   للإنزيم  الخام  0.3mg/mLالبروتين  الكلي للإنزيم  الكلية للإنزيم  15mg، والبروتين  والفعالية   ،750Uاستخدمت ثلاث   . 

إزالة  من  M2  كاينيز  بايروفيت  انزيم  لتنقية  مختلفة  طرائق لغرض  الثدي  بسرطان  المصابين  المرضى  تداخل    احتمال  مصل 

 . دراسة خصائص الإنزيم أثناء  المصل في في البروتينات وغيرها من المواد الموجودة

 سرطان الثدي مرضى مصل من M2 (PKM2) لإنزيم البايروفيت كاينيز  التنقية خطوات( 1) الجدول

Purification steps       Elute 

(ml) 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Protein 

concentratio

n (mg/ml) 

Total 

Protein 

(mg) 

Specific 

activity 

(U/mg) 

Total 

activity 

(U) 

Purificat

ion 

(folds) 

Yield 

(%) 

Crude enzyme 14 15 0.3 15 50 750 1 100 

Ammonium 

sulphate 

precipitation 65% 

13 26.5 0.2 2.6 132.5 344.5 2 45.9 

CM  -cellulose          18 17.5 0.12 2.16 145.8 315 3 42 

Sephadex- G200         15 20 0.05 0.75 400 300 8 40 
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 الترسيب باستخدام كبريتات الأمونيوم  

المتعادلة  يعد بالأملاح  الترسيب  أو  من الإنزيم    تنقية  في  واسع  نطاق  على  استخداما  العمليات  أكثر  من  التمليح  للتخلص 

 يعتمد  الذي   البروتينات غير المرغوب فيها والموجودة مع الإنزيم وتقليص حجم المصل والحصول على الإنزيم بدرجة من النقاوة،

البروتينات  ذوبانه  لقابلية  نظرا  الأمونيوم  كبريتات  الترسيب بملح  على  مقارنته  عند  وقلة تكلفته  العالية فضلا عن انعدام تأثيره في 

والاخلال  [25,24]. البديلة  العضوية  بالمذيبات  البروتين  سطح  على  الموجودة  الشحنات  معادلة  بفعل  بالأملاح  الترسيب  فيحدث 

الخارجي  بالتمليح  العملية  هذه  وتسمى  وترسبها  ذائبيتها  انخفاض  إلى  ذلك  يؤدي  مما  البروتين  بجزيئات  المحيطة  الماء  بطبقة 

Salting outتشكل إذ  في  ,   القطبية  مجموعاتها  تعريض  طريق  عن  الماء  جزيئات  مع  هيدروجينية  روابط  المحلول  البروتينات 

  مع   تتنافس  المجموعات  هذه  فإن  عالية  بتراكيز  الأمونيوم  كبريتات   مثل  الشحنة  عالية  الصغيرة  الأيونات  تضاف  وعندما  والأيونية،

إلى  بجزيء  لترتبط  البروتين يؤدي  مما  مما  قابليته  من  ويقلل  البروتين  من  الماء  جزيئات  إزالة  الماء،  عملية    عنه  ينتج  للذوبان 

البروتين كانت   PKM2   26.5 U/mLلإنزيم  الفعالية  أن  النتائج  أظهرت     [26].ترسيب  النوعية  في   132.5U/mgوالفعالية 

التي الامونيوم  بكبريتات  الترسيب  بعد  المرضى  دم  مقارنة 65  الأمونيوم  كبريتات  تشبع  نسبة  في  عليها  الحصول  تم  مصل   ،% 

، 0.2mg/mLوكان تركيز البروتين 50U/mg  كانت  التي الترسيب قبل  دم المرضى مصل فيPKM2   لإنزيم النوعية بالفعالية

 .1)مرة كما في الجدول ) 2 وعدد مرات التنقية كانت  45.9%اما مقدار الاسترجاع فبلغ 

 كروموتوكرافيا التبادل الايوني            

القابل لانعكاس   البروتين وتنقيته اعتمادا على الامتزاز  التقنية هي الاكثر استخداما على نطاق واسع لفصل  ربما تكون هذه 

الايوني   التبادل  لمجموعات  المشحونة  الذائبة  إنالجزيئات  المعاكسة,  الشحنة  ذات   الأيوني،  للتبادل  الواسع  التطبيق  قابلية  الثابتة 

للمواد، العالي  لمرات عديدة، وبساطة  وفصله  المبادل واستعماله  تنشيط  اعادة  العالية وسهولة تحضيره، وامكانية  التبادلية   وسعته 

من مصل   PKM2(، عند فصل إنزيم   1وكما موضح في الشكل )  [27].  نجاحه   في  تساهم  عوامل  كلها  التحكم،  وإمكانية  الأساليب

الغسل   التبادل الايوني تم الحصول على قمة بروتين واحدة من خطوة  بتقنية كرموماتوكرافيا  الثدي   Washingمرضى سرطان 

الجدول )  Elutionوقمة أخرى بعد الاسترداد   النتائج  في   والفعالية   PKM2  17.5U/mL  لإنزيم  الفعالية  أن(  1، وقد أشارت 

  كانت   التنقية  مرات  وعدد%  42  فبلغ  الاسترجاع  مقدار  اما  ،0.12mg/mL  البروتين  تركيز  وكان  145.8U/mg  كانت  النوعية

 . مرة 3

 

 .من امصال مرضى سرطان الثديPKM2 لإنزيم  الأيوني لتنقية التبادل كروموتوغرافيا :1 الشكل

 

 كروموتوكرافيا الترشيح الهلامي               

( الجدول  في  الموضحة  النتائج  )1) اشارت  الشكل  لإنزيم 2و  عالية  فعالية  ذات  فقط  واحدة  بروتينية  حزمة  ظهور  إلى   )

كاينيز   لإنزيم  M2الباريوفيت  عالية  فعالية  تعطي  الحزمة  أن  تبين  الانزيم  فعالية  تتبع  وعند   , PKM2 إلى وصلت  المنقى 

20U/mL  400  كانت  النوعية  الفعالية  وأنU/mg  0.05  البروتين  تركيز  وكان mg/L،  وعدد %  40  فبلغ  الاسترجاع  مقدار  اما 

 . مرة  8 كانت التنقية مرات
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 من امصال مرضى سرطان الثديPKM2 لإنزيم  الترشيح الهلامي لتنقية كروموتوغرافيا :2 الشكل

 

اجراها   دراسة  الحالية مع  الدراسة  نتائج  تتطابق    أنسجة   من  كاينيز   بيروفات  نشاط   مستويات   لمقارنة Yilmaz    الباحثلا 

البشرية    الثدي   أنسجة   في  كاينيز  بيروفات  من   شكلين  وانسجة اورام الثدي، ومن خلال تنقية وفصل الإنزيم إذ وجد   الطبيعية  الثدي

إنزيم    الطبيعية واظهر  بنسبة    PKM2والورمية،  الامونيوم  بكبريتات  الترسيب  عند  الورمية  الثدي  خلايا  فعالية   30-70%في 

كلية     1.14U/mgنوعية   كلي  18.6U وفعالية  إنزيمية    18.6mgوبروتين  تنقية    68.6وحصيلة  مرات  اجرى   و ،  2وعدد 

وتقنية الترشيح     DEAE Sephadex A-50الباحث خطوات تنقية اخرى بوساطة تقنية كروموتوكرافيا التبادل الايوني باستخدام  

وبروتين  U/mg, 5.3U/mg 3.7في انسجة الثدي الورمية فعالية نوعية    M2إذ اظهر إنزيم بايروفيت كاينيز    S-200الهلامي  

مرة 9.3 مرة و   6.5%، وعدد مرات تنقية  27%,  41.3وحصيلة انزيمية    U  ،7.2U 11.2وفعالية كلية     3mg ،1.35mgكلي  

التوالي  الباحث    [28].عل  كاينيز    Harkinsواجرى  البايروفيت  إنزيم  لنظائر  وعزل  والدم   M1, M2تنقية  الكلى  انسجة  من 

من   بنسبة  الامونيوم  بكبريتات  الإنزيم  ترسيب  وعند  القطنية  العضلة  وأنسجة  للإنزيم 50-65البشري  النوعية  الفعالية  كانت   %

PKM2  0.46 U/mg  الكلي والبروتين   ،37.760mg  إنزيمية وحصيلة  التنقية  %75،  مرات  وعدد  استكمل   ومرة،  1.7، 

، U/mg 26.0وكانت الفعالية النوعية  CM-cellulose  خطوات التنقية بوساطة كروموتوكرافيا التبادل الايوني بوساطة عمود  

مرة، وفي الخطوة الثالثة من التنقية استخدم الباحث   963، وعدد مرات تنقية  33%، وحصيلة إنزيمية  294mgوالبروتين الكلي  

، 6.7mg، والبروتين الكلي  U/mg 127وكانت الفعالية النوعية    Sephadex G-200 كروموتوكرافيا الترشيح الهلامي بعمود  

 [29].مرة  470، وعدد مرات تنقية 7.3%وحصيلة إنزيمية 

الترسيب   البشري  السحائي  الورم  من  M2  النوع  إنزيم بايروفيت كاينيز من  لتنقية   Mellatiوفي دراسة قام بها     من خلال 

النوعية    وكروموتوغرافيا  الأيوني   بالتبادل  متبوعا  الأمونيوم،   بكبريتات  الفعالية  كانت  إذ    33.4U/mg  المنقى  للإنزيم  الالفة، 

إنزيمية إنزيم  وتمت 6.5% [30]. وبحصيلة  تنقية  الفئران  رئة  من  M2  كاينيز  بيروفات  تنقية   مرة مع  840  بمقدار عدد مرات 

   كاينيز  بيروفات  بتنقية إنزيم  Harkinsكذلك قام الباحث    U/mg 1340 [31].، وكانت الفعالية النوعية   20%حصيلة انزيمية

M2    التنقية خطوات  بوساطة  البشرية  الكلى  انسجة  عنمن  نوعية    فضلا  فعالية  نتج  إذ  الالفة،  من 127U/mgكروموتوكرافيا 

    [32].مرة اكثر من المستخلص الخام 470البروتين وعدد مرات تنقية 

 المنقى من أمصال مرضى سرطان الثدي   PKM2الخواص الحركية لإنزيم  

 Vmaxو   Kmوايجاد  M2التركيز الامثل لبايروفيت كاينيز  

ازداد   سرعة  تزداد كلما  الاساس  تركيز  التفاعل  ان    المادة  اقصى  يصلإلى  الاساس    سرعة  إلى  المادة  تركيز  يسمى  عندها 

الامثل إي عندما تكون  Optimum substrate concentrationبالتركيز  ثابتة،  التفاعل  تبقى سرعة  التركيز  ، وعند زيادة 

التفاعل طرديا مع تركيز المادة الاساس ولكن عندما يزداد تركيز المادة الاساس اكثر  تراكيز المادة الاساس قليلة تتناسب سرعة 

 زاد   مهما  التفاعل  سرعة  بعدها  تزيد  لا   وتصبح عالية فعندئذ تصل إلى نقطة لا يحدث بعدها اي زيادة في سرعة التفاعل وتبقى ثابتة
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يكون الإنزيم مشبعا بالمادة الاساس ولا يستطيع ان يزيد من  Vmax القصوى  بالسرعة   السرعة  هذه  وتسمى  المتفاعلة   المواد  تركيز

اكثر التفاعل  إنزيم  [33].سرعة  بين  العلاقة  فعالية  PKM2 ولمعرفة  قياس  تم  بايروفيت(  )فوسفواينول  الاساس  المادة  وتركيز 

( يبين أن سرعة التفاعل الإنزيمي تزداد بزيادة 3، والشكل )5mM-1الإنزيم بوجود تراكيز مختلفة من المادة الاساس تتراوح بين  

من تركيز    بالزيادة  الانزيم  فعالية  بدأت  إذ  للتفاعل الانزيمي،  Vmaxتركيز المادة الاساس اللازمة للوصول إلى السرعة القصوى  

2mM  3  إلىmM،  4تركيز المادة الاساس    عند  الانزيم  فعالية  انخفاض  لوحظ  إذ  الانخفاض  في  بدأت  ذلك  وبعدmM    5 وmM، 

  ، وهذا 3mM   عند تركيز المادة الاساس  وظهرت  20U/ml  كانتM2 كاينيز    البايروفيت  المنقى  للإنزيم  فعالية  أقصى   فإن  وبذلك

 غير   للإنزيم  الفعالة  المواقع  يجعل  المادة الأساس  من  واطئة  تراكيز  استخدام  أن  أوضحا   إذ  ومنتن  ميكيلس   العالمان  أثبته  لما  مطابق

  يتم   أي  الأساس  بالمادة  مشبعة  للإنزيم  الفعالة  المواقع  تصبح  كبير  بشكل  الأساس   مادة  تركيز  زيادة  عند  لكن  الأساس،  بالمادة  مشبعة

الأساس  بعد  للتفاعل  القصوى   السرعة  الى  التوصل المادة  تعتمد على تركيز  الإنزيمي لا  التفاعل  فان سرعة  التركيز   [34]. هذا 

 المقطع. زائدي هو لشكلاو Michaelis-Menten  منتن – ميكيلس لمعادلة يخضع PKM2 الانزيم ان نلاحظ (3الشكل ) ومن

 
 في أمصال مرضى سرطان الثدي  PKM2رسم معادلة ميكليس منتن لتأثير المادة الاساس على فعالية إنزيم  :3الشكل 

 

المنقى من امصال مرضى سرطان الثدي    PKM2 لإنزيم  Km وثابت ميكيلس Vmaxقيمة السرعة القصوى  حساب تم وقد

( الجدول  في  العلاقة  4) ( والشكل)2وكما موضح  ، وجد أن   Lineweaver-Burk plotبيرك    –  للينوفر  الخطية  من تطبيق 

Vmax 20.5  0.66و  Km  .وقد وجد الباحث  Guan   في دراسة له على مرضى سرطان الثدي أن التركيز الامثل للمادة الاساس

 .  Km  2.31 [35] Vmax , 220، وقيمة   2.40mmol/Lكان   PKM2لإنزيم   الفوسفواينول بايروفيت

 

 المنقى من امصال مرضى سرطان الثدي   PKM2 لإنزيم   Km وثابت ميكيلس Vmaxالسرعة القصوى  :2الجدول 

Line weaver-Burke mM Michaelis-Menten mM PKM2 Enzyme 
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 في أمصال مرضى سرطان الثدي  PKM2لإنزيم  Km  و Vmax لحساب بيرك –لينوفر رسم :4الشكل 

 

      M2إنزيم بايروفيت كاينيز  فعالية على الحامضية الدالة تأثير

 catalytic group التحفيزية    مجموعتها  طبيعة  على  اعتماداpHً   الدالة الحامضية  قيمة  بتغيير   تتأثر  مواد  هي  الإنزيمات

 الرغم   على   التفاعل  لوسط  الهيدروجيني  بالرقم  بشدة  الإنزيمات  من  العديد  فعالية  وتتأثر   enzyme source[36].  الإنزيم  ومصدر

 نطاق  عند  نشاطً   يظهر اقصى  منها  العديد  أن  إلا [37]. الهيدروجيني  الرقم  من  واسع  نطاق  في  نشاطًا  تظهر  الإنزيمات  بعض  أن  من

 في  يمكن  إذ  بدقة  تحديده  يجب  رئيسي  الأمثل وبذلك يكون معامل  الهيدروجيني  الرقم  ويطلق عليه[38]. الهيدروجيني  للرقم  ضئيل

 الهيدروجيني الرقم تحديد  يعد  [39].للتأين القابلة الرئيسية الأمينية الأحماض بقايا بواسطة الإنزيمية الفعالية تنظيم الأحيان من  كثير

 نشاط  من  واسع  أو  ضيق  نطاق  له   الإنزيم  كان   إذا  ما  معرفة  إن    [40].الإنزيمية  الخصائص   لتوصيف  مهما  أمرا  للإنزيم  الأمثل

 للإنزيم  الحموضة  درجة  استقرار  او  لثبات  استخدامه  أيضا  يمكن  ولكن  الحركية  للدراسات  مهما  اعتبارا  فقط  ليس  الهيدروجيني  الأس

.[41]  

من    المدى   في    pHمن    مختلفة  قيم  باستخدام عدة   M2  PKM2 كاينيز  البايروفيت  إنزيم  فعالية  على  الدالة الحامضية  تأثير  قيم

الدالة   قيمة  بزيادة  زاد  M2    PKM2كاينيز  البايروفيت  إنزيم  فعالية  أن  النتائج  أظهرت(  5)  الشكل  في  موضح  ، وكما10  إلى  5

الانخفاض إذ   في   بدأت  ذلك  وبعد  ،   pH 7  الهيدروجيني  الرقم  إلى  وصل  حتىpH    5الانزيم بالزيادة منالحامضية، إذ بدأت فعالية  

من   اعلى  هي  التي  الهيدروجينية  الارقام  عند  الإنزيم  فعالية  انخفاض  الهيدروجينية   pH 8 لوحظ  الارقام  في  تماما  وانعدامها 

اكثر،pH   10المتطرفة   أقصى   او  فإن  البايروفيت  للإنزيم  فعالية  وبذلك  الثدي  سرطان  مرضى  امصال  من    M2كاينيز  المنقى 

PKM2 20 كانتU/mLعند وظهرت . pH 7 

y = 0.0321x + 0.0486
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 المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي  PKM2 إنزيم فعالية الحامضية على الدالة تأثير :5 الشكل

 

المنقى      PKM2لإنزيم    يكون  وجماعته  Scheringوجد    فقد  الدراسات  من  العديد  في  ورد  ما  تؤيد  الدراسة  هذه  في  النتيجة  إن

درجة الفئران  رئة  انسجة  الباحث    و pH6.5 [31]. الهيدروجيني  الرقم  عند  أمثل  حموضة  من  إنزيم   Nandiوجد  فعالية   أن 

PKM2  وأن إنزيم  ،8.0  إلى  7.0  من  الدالة الحامضية    زيادة  مع  في الخلايا السرطانية تتناقص  PKM2  الأمثل   النحو  على  نشط 

  pH 7.1 [28].عند فعالية أعلى أظهر اورام الثدي للإنسان نسيج من  الإنزيم المنقى اما pH 7.5 .[42]الهيدروجيني  الرقم عند

 عند تراكيز مختلفة من المادة الاساس  M2إنزيم بايروفيت كاينيز  فعالية على الحامضية الدالة التغير فيتأثير

المنقى من امصال مرضى سرطان الثدي    M2تم دراسة تأثير التغير في الدالة الحامضية على فعالية الإنزيم بايروفيت كاينيز  

وعند قيم مختلفة من الدالة الحامضية كما في PEP    3mM, 2mM عند تراكيز مختلفة من المادة الاساس فوسفو اينول بايروفيت

 منتن يتأثر بتغير الدالة الحامضية ، وبالتالي تتغير الفة المادة الاساس بتغير الدالة الحامضية.   -(، إذ ان ثابت ميكليس6الشكل )

                                          

عند تراكيز مختلفة من المادة   المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي  PKM2  إنزيم  فعالية  تأثير الدالة الحامضية على  :6الشكل  

 PEPالاساس 
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عند درجات  مختلفة من الدالة   Kmو   Vmax، تم حساب قيم (7) ومن خلال معادلة لينوفر بيرك الخطية الموضحة بالشكل 

 (.3، والقيم موضحة في الجدول )pH 6.0 ,6.5 ,7.0 ,7.5 ,8.0)الحامضية )

                     
عند تراكيز      المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي  PKM2  إنزيم  فعالية  رسم لينوفر بيرك لتأثير الدالة الحامضية على  :7الشكل  

 PEPالاساس مختلفة من المادة 

 

المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي عند درجات    M2  (PKM2)البايروفيت كاينيز  لإنزيم  Kmو  Vmaxيبين قيم    :3الجدول  

 مختلفة من الدالة الحامضية 

pH pH: 6 pH: 6.5 pH: 7 pH: 7.5 pH: 8 

Vamx 12.82 20.49 21.50 22.67 28.16 

Km 1.47 2.45 0.688 2.52 0.956 

slop Y = 0. 115*X + 0.078 Y =0.120*X + 0.0488 Y = 0.0320*X + 0.0465 Y = 0.01115*X + 0.0441  Y = 0.0338*X + 0.0355 

  

 M2 (PKM2 )إنزيم البايروفيت كاينيز  استقرار على الحامضية الدالة تأثير

الحامضية على استقرار الإنزيم معرفة المدى للدالة الحامضية التي يكون فيها الإنزيم فعال يمكن من خلال دراسة تأثير الدالة  

 الأمثل  الهيدروجيني  الرقم  لتحديد  دقيقة  30  لمدة  Co37  عند  المنقى  M2  كاينيز  البايروفيت  إنزيم  حضن  ويحافظ على نشاطه، تم

-10الهيدروجيني   الأس   من  واسع  نطاق   في  مستقرًا  كان  M2  كاينيز  البايروفيت  أن إنزيم(  8)  الشكل  في  النتائج  توضح  لاستقراره،

عند درجة الحموضة    100%  متبقيه  فعالية   أعلى  على   يحتوي  وكان  ،    7-9  الهيدروجيني  الرقم  عند  استقرارًا  أكثر  كان  لكنه  ،   6

، اما اعلى انخفاض  10الرقم الهيدروجيني    عند  من فعاليته  75%  إذ احتفظ الإنزيم بحوالي  بالانخفاض  بدأ ثبات الإنزيم  ومن ثم  7

 البايروفيت   إنزيم  أن  يعني   وهذا  من فعاليته،40% إذ احتفظ الإنزيم بحوالي  pH 5 في فعالية الإنزيم كان عند الرقم الهيدروجيني  

 . الحمضية الظروف تحمل يمكنه M2 كاينيز

المهمة   الوظائف  لإكمال  مطلوبة  وهي  مختلفة  تأين  وبحالات  مشحونة  للإنزيمات  الفعالة   المواقع  الأمينية في  الأحماض  تكون

 الوظيفية  للمجاميع  الكهربائية  الشحنة  على  الحموضة  درجة  في  التغيرات  تؤثر  البروتين،  بنية  على  المحافظة  ذلك  فضلا عن  للإنزيم

  بنيته إذ يتأثر تركيب جزيئة الإنزيم ويتغير تركيبه الثانوي والثلاثي وتغير الهيئة المتأينة للموقع الفعال  تعديل  إلى  يؤدي  مما  للإنزيم

 القاعدي   أو  الحامضية  شديدة  المحاليل  في   لا عكسي    مسخ الإنزيمات، مع احتمال تخضع الانزيمات إلى مسخ  إلى  وبالتالي يؤدي

.[44,43]   
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 المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي PKM2 إنزيم استقرار على  الدالة لحامضية تأثير :8 الشكل

  

 M2 PKM2إنزيم البايروفيت كاينيز  فعالية زمن التفاعل على تأثير

التفاعل على فعالية إنزيم بايروفيت كاينيز   المدة الزمنية لحضن مزيج  من   3mMباستخدام تركيز    PKM2تم دراسة تأثير 

الدالة     Co37( دقيقة ، وبدرجة حرارة   (5 ,10 ,15 ,20 ,25 ,50,45,40,35,30وبفترات زمنية   PEPالمادة الاساس   وعند 

، إذ تبين من النتائج حصول ارتفاع ملحوظ في فعالية الانزيم المنقى  0.5mMباستخدام محلول الفوسفات المنظم  pH 7الحامضية  

المدة   من  الإنزيم  فعالية  استقرار  لوحظ  إذ  الحضن  مدة  زيادة  فعالية     5min-15مع  لأعلى  تصل  ان  إلى  بالارتفاع  تبدأ  ثم 

20U/ml  30عند زمن التفاعلmin( 9، ثم تبدأ فعالية الإنزيم بالانخفاض بزيادة الزمن ، كما موضح بالشكل .) 

 

 المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي PKM2 لإنزيم سرعة التفاعل الزمن على تأثير :9 الشكل

 
 M2  (PKM2)إنزيم البايروفيت كاينيز  فعالية على درجة الحرارة تأثير

المنقى    M2  كاينيز  البايروفيت  ( إنزيم10الشكل )  على فعالية الإنزيم، وكما موضح في  أساسيا يؤثر  عاملا الحرارة  درجة  تعد

، واظهرت النتائج ازدياد فعالية إنزيم البايروفيت كاينيز  C o25-49الحرارة التي تراوحت من  درجة  في  واسع  نطاق  على  نشط  كان

M2  الحرارة درجة  عند  اقصاها  بلغت  إذ  المثلى  الحرارة  درجة  إلى  تصل  حتى  الحرارة  درجة  الفعالية   C O37بزيادة  فكانت 

 C o47، ثم بدأت بعدها بالانخفاض تدريجيا بزيادة درجة الحرارة لتصل عند درجة حرارة 20U/mlالإنزيمية عند هذه الدرجة  

بين  4U/mlإلى   التصادمات  زيادة  إلى  يعزى  معين  حد  وإلى  الحرارة  درجة  ارتفاع  مع  الإنزيمي  التفاعل  سرعة  زيادة  ان   .
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الحرارة   درجات  تسبب  بينما  الحرارة،  درجة  زيادة  بفعل  للجزيئات  الحركية  الطاقة  زيادة  نتيجة  الاساس  والمادة  الإنزيم  جزيئات 

تأثير درجة الحرارة في تركيب   نتيجة  Denaturationالعالية انخفاضا في فعالية الإنزيم بشدة بسبب ما يحدث للإنزيم من مسخ  

   [45].الإنزيم وتغير هيئة الموقع الفعال مما يؤدي إلى فقدان فعاليته

 
 المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي  PKM2 إنزيم فعالية درجة الحرارة على تأثير :10 الشكل

 

 عند تراكيز مختلفة من المادة الاساس M2إنزيم بايروفيت كاينيز   فعالية على درجة الحرارة التغير في تأثير

إذ تبين ان    PEPتم دراسة تأثير درجات الحرارة المختلفة وبوجود تراكيز مختلفة من المادة الاساس فوسفواينول بايروفيت  

التفاعل الإنزيمي الحرارية     Vmaxسرعة  الدرجة  للمادة الاساس    3mMوتركيز    Co37تبلغ اقصاها عند   PEPالتركيز الامثل 

 (11وكما موضح في الشكل )

 

الحرارة  تأثير  :11  الشكل إنزيم  على  درجة  تفاعل  كاينيز  سرعة  الثدي  M2البايروفيت  من مصل مرضى سرطان  عند   المنقى 

 PEPتراكيز مختلفة من المادة الاساس 

 

( 4عند درجات حرارية مختلفة كما مبينة في الجدول )   Vmaxو   Kmبيرك تم الحصول على قيم  -ومن خلال رسم لينوفر

   12)والشكل )
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عند درجات حرارة   المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي  M2البايروفيت كاينيز   لإنزيم   Kmو     Vmaxيبين قيم    :4الجدول  

 مختلفة

 
 Temp. °C 10 20 30 40 

 Vamx 9.19 13.25 19.04 14.14 

 Km 0.536 0.490 1.163 4.046 

 Slop Y = 0.05837*X + 0.1087 Y = 0.03703*X + 0.07547 Y = 0.06111*X + 0.05251 Y = 0.2861*X + 0.07071 

 

 

على  : 12الشكل   المختلفة  الحرارة  درجات  الدالة  لتأثير  بيرك  لينوفر  كاينيز   إنزيم  فعالية  رسم  من مصل  M2 البايروفيت  المنقى 

 PEP عند تراكيز مختلفة من المادة الاساس   مرضى سرطان الثدي

 

 M2  PKM2إنزيم البايروفيت كاينيز  استقرار على درجة الحرارة تأثير

  يمكن من خلال دراسة تأثير درجة الحرارة على استقرار الإنزيم معرفة المدى لدرجات الحرارة التي يكون فيها الإنزيم فعال 

دقيقة   30ولمدة   Co30-60  مختلفة ما بين  حرارة  بدرجات     M2بينت نتائج حضن إنزيم البايروفيت كاينيز   ويحافظ على نشاطه،

كان مستقرا      M2( إنزيم البايروفيت كاينيز13وكما موضح في الشكل )الإنزيم،    فعالية  قياس  بعد  المتبقية  الفعالية  ومن ثم حساب

، ثم بدأت الفعالية بعدها بالانخفاض التدريجي مع ارتفاع  Co30-37عند درجة الحرارة من     100%ويحافظ على فعاليته بنسبة  

 ، وبلغت الفعالية اوطأ مستوى لها إذ بلغت  Co42من فعاليته عند حضنه بدرجة    95%درجة الحرارة إذ احتفظ الإنزيم بحوالي  

 الطاقة زيادة  بسبب الحرارة درجة ارتفاع  مع البداية في التفاعل معدل ،  يزدادCo57من الفعالية المتبقية عند درجة الحرارة   %65

المثلى يبدأ المعدل بالتقلص   للجزيئات  الحركية   الحركية  الطاقة  تتجاوزإلى ان    المتفاعلة وبالتالي بعد الوصول إلى درجة الحرارة 

 الثانوية   بنيته  على  تحافظ  التي  الضعيفة  للماء  والكارهة  الهيدروجينية  الروابط  بتحطيم  الخاص  الطاقة  حاجز  الأمر  نهاية  في  للإنزيم

 [45]. نتيجة المسخ التحفيزي النشاط بنقص الإنزيم والثالثية، إذ يبدأ
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 .المنقى من مصل مرضى سرطان الثدي PKM2 إنزيم استقرار على  درجة الحرارة تأثير :13 الشكل

 

   :الاستنتاجات

استخدام كروماتوغرافيا التبادل ب،  من مرضى سرطان الثدي   M2زيين ا ت كييروفاتنقية إنزيم البإن    نستنتج من الدراسة الحالية

نتيجة،  CM-Celluloseالأيوني   لإنزيم    كانت  كانت    PKM2  17.5U/mLالفعالية  النوعية  وتركيز   145.8U/mgوالفعالية 

فبلغ  0.12mg/mLالبروتين   الاسترجاع  مقدار  اما  كانت  42،  التنقية  مرات  وعدد  تنقية    ،مرة  %3  نتائج  إنزيم واظهرت 

كييروفاالب الهلامي    M2زيينا ت  الترشيح  عالية   Sephadex G-200 لعمود  فعالية  ذات  فقط  واحدة  بروتينية  حزمة  إلى ظهور 

كاينيز   الباريوفيت  إلى    M2لإنزيم  وصلت  الفعالية  20U/mLالمنقى   0.05  البروتين  وتركيز  400U/mg   النوعية  وكانت 

mg/L،  البايروفيت كاينيز   إن  مرة، ونستنتج  8  كانت  التنقية  مرات  وعدد%  40  فبلغ  الاسترجاع  مقدار  اما أقصى فعالية لإنزيم 

PKM2 M2    18المنقى من امصال مرضى سرطان الثدي كانتU/ml    3وظهرت عند تركيز المادة الاساسmM كان الرقم ، و

المثلى    7  للإنزيم  الهيدروجيني الأمثل التفاعل    ،Co37ودرجة الحرارة  قيمة السرعة   من  واظهر خواص حركية  30minوزمن 

ميكيلس وثابت  إنزيم    .Km1.17و  Vmax 22.3كانت    القصوى  ان  نستنتج  ان  يمكن  هذا  علامة   PKM2ومن  يعد  ان  ممكن 

تشخيصية من جانب ومن جانب اخر هدف علاجي لمرض سرطان الثدي او ربما امراض سرطانية اخرى مما يجدر إلى اجراء 

 المزيد من البحوث على هذا الإنزيم. 
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Pyruvate Kinase M2 was purified through precipitating serum protein 
from breast cancer patients using 65% (NH4)2 SO4, ion exchange 
chromatography was used CM-Cellulose to purify the enzyme 
pyruvate kinase M2, one protein peak was obtained from the washing 
step and another peak after recovery elution the results indicated 
that the enzyme activity 17.5U/mL, specific activity 145.8U/mg,  
protein concentration  0.12mg/mL, yield 42% and the number of 
purification times 3 time. Purification results indicated pyruvate 
kinase M2 enzyme for gel filtration column Sephadex G-200 to the 
emergence of only one protein band with high activity for the enzyme 
pyruvate kinase M2 the purifier has arrived 20U/mL and that specific 
activity 400U/mg, concentration protein 0.05 mg/L, yield 40%, and 
number times purification was 8 time. The optimal conditions were 
studied for the enzyme pyruvate kinase M2 purified from the sera of 
breast cancer patients through the use of several concentrations of 
substrate phosphoenol pyruvate EPE , several valuable different from 
pH, and different temperatures. The results record values that were 
optimum concentration of the substrate 3mM, pH7, optimal 
temperature 37oC, and reaction time 30min. The stability of the PKM2 
enzyme was also evaluated at different acid values and different 
temperatures. The enzyme PKM2 was more stable when the number 
pH was 7-9, and the enzyme recorded a remaining activity at a stable 
rate of 80-100%. It was stable and maintained its activity 100% at the 
temperature of 30-37oC, and the enzyme recorded a remaining 
activity at a stable rate 28-100% up to temperature 52oC. As Vmax 
and Michaelis constant Km were accounted for for enzyme PKM2 
purified from the sera of breast cancer patients, via the application of 
the relationship Lineweaver-Burke plot, it was found that Vmax was 
20.5 and km 0.66. 
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