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  د حسوني السعدييعادل عب

   المسيب–الكلية التقنية 

  
  الخلاصة

بالفايبرونكتين المستخلص مـن الجـدار     مليلتر من البروتين المرتبط      ٠,١ نتائج الحقن داخل تجويف البريتون بمقدار        اظهرت

 فارا مختبريا تاثيرات مرضية واضـحة علـى   ٢٠لـ Staphylococcus aureus  الخلوي لبكتريا المكورات العنقودية الذهبية 

   . مقارنة مع مجموعة السيطرة  GOT , GPTانزيمات الكبد 

 المكورات العنقودية الذهبية  ، حيث استخلص البروتين      سلالة لبكتريا  ٤٠بعد اجراء الاختبارات التشخيصية تم الحصول على        

وتمت تنقية وتوصـيف البـروتين بطـرق         (Sonicator)المرتبط بالفايبرونكتين من الجدار الخلوي للبكتريا بوساطة جهاز التكسير          

 اسابيع سحبت كمية ٤-٣عد مرور  مليلتر من البروتين وب٠,١ حقنت الفئران المختبرية بمقدار .الترشيح الهلامي والترحيل الكهربائي 

حيث توضح النتائج    ..بوساطة المنبذة واجري الاختبار لملاحظة تاثير البروتين على فعالية الانزيمات اعلاه            البلازما  من الدم وفصل    

  GOT الــ  في مـستوى انـزيم  ) P> 0.05(التي تم التوصل اليها ان البروتين المرتبط بالفايبرونكتين سبب زيادة معنوية مقدارها 

 )  P> 0.05 (  وايضا الزيادة المعنوية ).U/ L 150.782(مقارنة مع مجموعة السيطرة البالغة ) U/ L 175.286  (  وصلت الى

مقارنة مع مجموعة  ) U/ L 69.412(   بدت واضحة بعد المعاملة بالبروتين المرتبط بالفايبرونكتين لتصل الى GPTعلى انزيم الـ 

 كان له التأثير الفعال على وظائف الكبد  FnBp يتبين مما تقدم ان البروتين المرتبط بالفايبرونكتين ).U/ L 50.18(السيطرة البالغة 

   . GPT والـ  GOTمن خلال الزيادة المعنوية التي سببها هذا البروتين على انزيم الـ 

Abstract  
 Results of injection inside peritoneal cavity are revealed with 0.1 ml  of fibronectin binding 
protein extracted from the cellular wall of Staphylococcus aureus for 20 laboratory mice , obvious 
pathological effects on liver enzymes (GOT , GPT ).  
 After diagnostic tests had done , we get 40 strain of Staphylococcus aureus , wherease 
fibronectin binding protein extracted from cellular wall of bacteria via sonicator system . Purification 
and protein classification by gel filtration and electrophoresis methods had been competed . 
 Laboratory mice injected with 0.1 ml  protein . after 3-4 weaks , blood sample had taken and 
plasma separated by centrifuge , test done to know effect of protein on above enzyme activity. Results 
showed that fibronectin binding protein caused meaning increasing, its value was (p> 0.05) in GOT 
enzyme level reached  (175.286 U/L) in compare with control group which was (150.782 U / L) . Also 
meaning increasing (p> 0.05 ) in GPT enzyme which appeared after treatment with fibronectin binding 
protein which reached to (69.412 U/L) incompare with control group which was (50.18 U / L ) . 
 In conclusion fibronectin binding protein ( FnBp ) was more effective on liver functions 
during meaning increasing which was caused by this protein on both enzymes ( GOT , GPT ) .  

  مقدمة
بية بكونها بكتريا كروية الشكل موجبة لصبغة غرام يـصل قطـر            تتصف المكورات العنقودية الذه   

، غيـر    ) Nonmotile ( مايكروميتر، تنتظم بشكل عناقيد العنب ، غير متحركـة             ١الخلية الواحدة حوالي    

 ,Non capsulated (Kenneth , 2002) Humpherys(مكونة للسبورات وعادة غير مكونـة للمحفظـة   

حيـث تظهـر    ) Rich media(يرة صفراء علـى الأوســاط الغنيــة    وذات مستعمرات كب)   ;1997

 مليمتر وتصطبغ بلون ذهبي     ٣-٢مستعمراتها دائرية رقيقة ذات سطوح لماعة يصل قطر المستعمرة الواحدة           

ومعيشة هذه البكتريـا    Blood agar )(مصفر، ولهـا القابليـة علـى تحلـل الـدم فـي وسط أكـارالدم 
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وتكون موجبة  ) Kenneth , 2005(لاكتيك  لة اختيارية او بوساطة التخمر منتجة حامض اهوائية او لاهوائي

– ١٥وتنمو بدرجة حرارة تتراوح بـين  ) Oxidase(وسالبة لفحص الأوكسديز)  Catalase(لفحص الكاتليز

 ـ   . Naclمن تركيز ملح الطعام % ١٥ ولديها القابلية على تحمل معدل ملوحة يصل الى   ° م ٤٥ ورات والمك

  المخثر للبلازما وتتعـايش هـذه البكتريـا          Coagulase)(  العنقودية الذهبية تكون منتجة لأنزيم الكوكيليز     

بصورة طبيعية على الجلد والممرات التنفسية والأغشية المخاطية ، ومعظـم سـلالاتها ممرضـة للأنـسان                 

)Kenneth ,2002; Irina et al.,2005 (  .   

                  كورات العنقودية الذهبية على مجموعـة مـن البروتينـات المرتبطـة بالخليـة             ويحتوي الجدار الخلوي للم   

 )Cell – bound protiens ( مثل البروتين المرتبط بالفايبرونكتين   ) Fibronectin binding protien (

لبروتينات الـدور  حيث تلعب هذه ا ) (Fibrinogen binding protienوالبروتين المرتبط بالفايبرونوجين  

   .الاساسي في التصاق البكتريا واستيطانها لانسجة المضيف وحصول الاصابات المرضية المختلفة

ذات وزن جزيئي عالى يقدر  )  Glycoprotein(ألفايبرونكتين هو عبارة عن كلايكوبروتين  

ي تركيبه على اكثر  ويحتوي ف ) Ana  et al.,2002 ; Skorstengaard et al ., 1986( kd٢٧٠بحوالي  

ويرتبط ايضا مع مكونات ) Integrin(كاربوهيدرات مرتبطة مع مستلمات بروتنية تدعى الأنتكرين % ٥من 

  وفي .) (Heparinوالهيبارين ) Fibrin(والفايبرين ) (Collagenخارج خلوية اخرى مثل الكولاجين 

اط مع بروتينات بكتريا المكورات العنقودية الذهبية الآونة الأخيرة لوحظ ان الفايبرونكتين له القدرة على الأرتب

Staph aureus   Kusela ,1978)  ( وهذا الأرتباط يحصل في الطرف الأمينيNH2 للخلية ولكن يمكن 

  او الكـاربمايــد ) Lysine( منع هذا الارتباط  او فصلـه  بوساطـة  وجـود  اللايسين  

(Carbamide )      )Mosher et al.,1980 Kusela ,1978 ;. (    

 الى أنسجة المضيف تعتبر الخطوة  Staph aureusان التصاق بكتريا المكورات العنقودية الذهبية 

تطوير آليـات عديـدة    الأولى لأحداث الأصابات المختلفة وقد اثبتت التجارب ان هذه البكتريا لها القابلية على        

                        الـدور الأساسـي فـي أمراضـيتها    )  (Fibronectin لغرض زيادة ضراوتها ، وتأكد بأن للفـايبرونكتين  

 )Jennifer ,2004  Greene et al .,1995; (  من خلال أعتباره كحالة وسطية في عملية الألتصاق التـي

ن  الجدار   تحصل بين الفايبرونكتين الموجود في خلايا المضيف مع البروتين المرتبط بالفايبرونكتين المفرز م            

   وقد وجد ان البروتين المـرتبط بالفـايبرونكتين  يتـألف  مـن  وحــدتين  ثانــويتين                  (الخلوي للبكتريا   

) A & B   (بحوالي    ذات  وزن  جـزيئي  يقـدر)٣,٢تركيـزه يبلـغ حـوالي    و )  دالتون  ١٢٠٠٠٠ 

   . )  pH( )  Proctor et al ., 1982 ٧,٢ – ٧( مليلتر ورقم هيدروجيني / ملغم

           الفايبرونكتين عامل ضـراوة لبكتريـا المكـورات العنقوديـة الذهبيـة            ب البروتين المرتبط   ويعتبر 

)Joh et al.,1999 ;  Ozeri et al.,1998 ; Van et al.,1998 (   ويؤدي وجوده الى حـصول أصـابات

             ) (Osteomylitisوالتهـاب العظـام   ) Endocarditis(خطيرة مثل الأصـابة بألتهـاب شـغافي القلـب     

)Yok et al.,2005 ; Eric et al.,2003. (  ــع ــاط مـ ــه للأرتبـ ــى قابليتـ ــافة الـ وبالأضـ

وهذا الأرتباط يؤدي الى مضاعفة التداخلات بين خلية البكتريا والمضيف ممـا            ) (Fibrinogenالفايبرونوجين

    ) . Matthia et al.,2004( يسبب مضاعفة خطر الأصابة الناتجة من البكتريا  
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  المواد وطرق العمل

   بكتريا المكورات العنقودية الذهبية–أ 
 مسحة سريرية من مختبر الصحة العامة المركزي والمختبر التعليمي في مدينة الطب و ٤٠جمعت 

الأنف ، الأذن ،  ( لجسم جامعة بغداد ومن أجزاء مختلفة من ا/ قسم التقنيات الأحيائية في كلية العلوم 

  .  )، الجروح ، قرح الجلد ، الإدرار ، المهبلعومالبل

 ـ  المكـورات    تم تشخيص الجراثيم المعزولة حسب مـاهو متبـع لتـشخيص                                   الذهبيـة   ة   العنقودي

 )Sneath et al .,1986 Cruikshank et al .,1975 ;  . (    

   البروتين المرتبط بالفايبرونكتين استخلاص وتنقية–ب 
ستخلاص وتنقية البروتين المرتبط بالفايبرونكتين عن طريق نبذ العالق البكتري بجهاز المنبذة  اتم  

ثم تمت تنقيته وتوصيفه .  ) Sonicator( المبردة واعقبها تكسير الخلايا بوساطة جهاز التكسير الكهربائي 

كريل الاهلام  باستخدام هربائي والترحيل الكS-200 باستخدام عمود هلام السيفاكريل بطرق النرشيح الهلامي

   .SDS- PAGE وبوجود  المتعددامايد

    الفئران المختبرية–ج 
 مليلتر من البروتين المـرتبط بالفـايبرونكتين داخـل          ٠,١تم حقن الفئران المختبرية بمقدار        

ل  ثـم فـص   . اسابيع من الحقن تم سحب الدم من الفئران المحقونة    ٤ – ٣تجويف البريتون وبعد مرور       

وتـم الحـصول علـى     ) . GOT , GPT( بجهاز المنبذة لغرض قياس فعالية انزيمات الكبد البلازما 

  .جامعة النهرين / مركز البحوث التقنبة البيت الحيواني في الفئران المختبرية من 

  Liver Enzymatic Assayالفحوصات الأنزيمية للكبد     -د

    ) .GOT ، GPT( مات الكبد تضمنت هذه الأختبارات تقدير فعالية انزي  

  GOT     Glutamic-oxaloacetic-Transaminaseانزيم   -١
الفئـران المحقونـة بـالبروتين المـرتبط     بلازمـا    في  GOTتم تقدير فعالية انزيم الـ 

بأستخدام عـدة الأنـزيم    ) Colorimetric kit( بوساطة استخدام طريقة  )  FnBp(بالفايبرونكتين 

 ,. Rietman and Frank (وحسب ماورد من قبـل )  Randox company(المجهزة من شركة 

  : وحسب المعادلة التالية L-   Aspartate المنتج  من Oxaloacetateوذلك بحساب الـ  ) 1957
 ∞- oxoglutarate + L- aspartate →L- glutamate + oxaloacetate                  

  .الضوئي   انوميتر بأستخدام جهاز المطياف ن٥٤٦تقاس الأمتصاصية على طول موجي 
  : من المواد والمحاليل التالية   Kitوتتكون العدة 

  :ويتكون هذا الكاشف من  ) GOT  )  R1 كاشف ركيزة الـ -١

  .لترمن داريء الفوسفيت /  ملي مول ١٠٠ -

    L- Aspatrtateلتر من /  ملي مول ٢٠٠ -

       oxoglutarateلتر من /  ملي مول ٢ -

  :ويتكون من  ) GOT  ) R2 الكاشف اللوني للـ -٢

   DNPHلتر /  ملي مول ١-

     HClلتر /  ملي مول ٢ -
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   ) R3(  هيدروكسيد الصوديوم -٣

      NaoHلتر /  ملي مول ٤ -
  

  طريقة العمل 
  .  )  ١( حيث اضيف فيهما المحلول اعلاه وكما موضح في    الجدول  تم استخدام انبوبتي اختبار -

    . GOTطريقة قياس فعالية انزيم الـ     ) ١(   جدول 

Sample) ml           (  Blank ( Reagent ) ml Tubes  ( Reagents )  

0.1                --                    Blood serum 
0.5                0.5                  Reagent 1  ( R1)

                  -           0.1                  D. W       

  . دقيقة ٣٠ لمدة ° م٣٧ يمزج جيداً ويوضع في حمام مائي بدرجة حرارة -١
0.5                 0.5                  Reagent 2 ( R2)

  . دقيقة ٢٠ يمزج جيداً ويوضع في درجة حرارة الغرفة لمدة -٢
5                  5                             Reagent 3 ( R3 )

  . نانوميتنر ٥٤٦  دقائق ، وتقاس الأمتصاصية للنموذج على طول موجي ٥ يمزج جيداً ويترك لمدة  -٣

  GPT        Glutamic-Pyruvic-Transaminaseانزيم   -٢
دام عـدة الأنـزيم     بأسـتخ  colorimetricالدم اعتماداً على طريقة  بلازما يتم تقدير فعالية هذا الأنزيم في 

 )  Reitman and Frank ., 1957( وحسب ماورد في     )  Randox company( المجهزة من شركة 

  :  وحسب المعادلة التالية L- Alanine المنتج من   Free Pyruvateمن خلال حساب البايروفيت الحر 
∞- oxoglutarate + L- alanine → L- glutamate + pyruvate                       

  . نانوميتر بأستخدام جهاز المطياف الضوئي ٥٤٦وتقاس الأمتصاصية على طول موجي 

  :وتتكون العدة من الكواشف والمواد التالية 

  :ويتألف من  ) GPT  ) R1كاشف ركيزة الـ  - ١

  لترمن داريء الفوسفيت /  ملي مول ١٠٠ -

   L- alanineلتر /  ملي مول ٢٠٠ -

  oxoglutarate -∞لتر /  ملي مول ٢ -

  :ويتألف من  ) GPT  )  R2 الكاشف اللوني للـ -٢

    DNPHلتر /  ملي مول ١ -

   HCLلتر /  ملي مول ١ -

   هيدروكسيد الصوديوم -٣

    NaoHلتر  /  ملي مول ٤

  طريقة العمل 
تقاس فعالية  ) ١(تستخدم انبوبتي اختبار ويضاف المحلول اعلاه بنفس الطريقة الموضحة في الجدول              

 ، وتـسقط الأمتـصاصية علـى     GOT بنفس الطريقة التي تم فيها قياس فعالية انزيم الـ  GPTنزيم الـ ا

   ).Unite/ L(المنحني القياسي للأنزيم الموضح على العدة الأنزيمية وتقاس الفعالية الأنزيمية بوحدات 



  

 ١٠١

  النتائج والمناقشة

  بكتريا المكورات العنقودية الذهبية -١
  ات التشخيصية بلغ عـدد الـسلالات لبكتريـا المكـورات العنقوديـة الذهبيـة              بعد إجراء الاختبار  

 Staph aureus) صبغت البكتريا بـصبغة    من مجموع العزلات% ٥٠ عزلة أي بنسبة ٤٠سلالة من ) ٢٠

   ) . Sood , 1989( غرام وكانت البكتريا موجبة لصبغة غرام ومتجمعة  على شكل عناقيد العنب  

رات النامية على وسط الأكار المغذي دائرية وملساء ومرتفعة بصوره قليلة عـن             كانت المستعم      

سطح الوسط ألزرعي ذات لون كريمي  معتم كما لوحظ تغير لون وسط أكار المانيتول الملحي في المنـاطق                   

وذلك لوجود كاشف الفينول الأحمـر ممـا   المحيطة بالمستعمرات النامية من اللون الوردي إلى اللون الأصفر    

ويعتبر هذا الوسط من الأوساط التفريقيـة لبكتريـا         . يدل على قابلية هذه البكتريا على تخمر سكر المانيتول          

التاكد من قدرة البكتريا على   وتم ) . Staph aureus    )Macfadin , 1985المكورات العنقودية الذهبية 

المخثـر للبلازمـا وكانـت النتيجـة ايجابيـة لهـذا الاختبـار                        ) Coagulase( انـزيم الكـوكيليز        انتاج

) Dickson and Marples ,1986 .  (   

 البروتين المرتبط بالفايبرونكتين -٢
ية تم استخلاص البروتين المرتبط بالفايبرونكتين من الجدار الخلوي لبكتريا المكورات العنقودية الذهب           

S.aureus  البكترية باستخدام جهاز التكسير الكهربائي اعن طريق تكسير الخلاي Sonicator تحت الظروف 

. )Cooling centrifuge( القياسية ، وبعد ذلك أجريت عملية التنبيذ للخلايا المتحللة بوساطة المنبذة المبردة 

                        م الراشح الحاوي على المـستخلص ألبروتينـي       المتحللة واستخد حيث أهمل الراسب المتكون من بقايا الخلايا        

 )Halby , 1975  . (    

تعتمد آلية تنقية البروتينات بالترشيح الهلامي على الوزن ألجزيئي ، إذ تحصل حالـة اتـزان بـين                   

ت البـروتين   أمـا جزيئـا   . جزيئات البروتين الصغيرة وحجم الفراغ الخارجي والفراغ مابين حبيبات الهلام           

وعند إضافة العينة تحدث عملية غربلة لجزيئـات البـروتين إذ           . الكبيرة فتتوازن في حجم الفراغ الخارجي       

تستبعد جزيئات البروتين الكبيرة وتسترد أولا من الهلام ، وبعد ذلك تسترد البروتينات ذات الأوزان الجزيئية                

 إلـى زيـادة نقـاوة    S-200 الـسيفاكريل  نا  لهلام   وقد أدى استخدام) Stellwagen , 1990(   الصغيرة

 ألجزيئـي للبـروتين المـرتبط       نقـدر الـوز   والبروتين وقد نتج عن خطوة التنقية هذه قمتان للبـروتين               

 دالتـون لقمـة     ٥٣٠٨٨ دالتون لقمة الاسترداد الأولى  و        ١٤١٢٣٥ الهلامي   حبالفايبرونكتين  بطريقة الترشي   

  العلاقة بين لوغـارتم الـوزن الجزيئـي والحركـة النـسبية            (  المنحني القياسي    واستخدم. الأسترداد الثانية   

(Relative mobility) ( Rm)الـ   للبروتينات القياسية في هلام الأكريل أمايد المتعدد بوجود SDS    عنـد

ين في  هلام     تقدير الوزن ألجزيئي للبروتين المدروس بطريقة الترحيل الكهربائي بوجود المواد الماسخة للبروت           

لوحظ ظهور حزمة واحدة  علـى الأكريـل    ). S SDS-PAGGE  ) SD  الأكريل أمايد المتعدد  وبوجود

 على التوالي   ويتضح مـن        ٤٨٠٠٠ دالتون  و     ٥٥٠٠٠وكان وزنها ألجزيئي       % ٥أمايد المتعدد  بتركيز     

الهلامي أعلى من الـوزن ألجزيئـي       النتائج المستحصلة إن الوزن ألجزيئي للبروتين المقدر بطريقة الترشيح          

للبروتين المقدر بالترحيل الكهربائي بما يقارب مرتين وهذا يعود إلى إن البروتين يتألف من أكثر من وحـدة                  

أدى إلى اختزال هذه الأواصـر وتفكـك        )  مركبتوايثانول   -٢(  والمختزلة   SDSوان وجود المواد الماسخة     

  .البروتين إلى وحداته المكونة
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   للبروتين المرتبط بالفايبرونكتينرات المرضيةالتاثي -٣
 اسابيع من الحقن تم سحب كمية من دم الفئران المختبرية ووضـعت فـي               ٤-٣بعد مرور     

 دقـائق   ١٠ دورة في الدقيقـة لمـدة        ١٥٠٠ثم نبذة بوساطة المنبذة بسرعة      انابيب اختبار نظيفة ومعقمة     

  GOT,GPT) .( الانزيمات الكبدية ببه البروتين علىمدى التاثير الذي سواستخدم البلازما لغرض اختبار

 يمكـن   GPT والــ   GOTتبط بالفايبرونكتين على انـزيم الــ   ران تأثير البروتين الم  

 ان البروتين المرتبط بالفايبرونكتين      التي تم التوصل اليها    حيث توضح النتائج  ) .٢(توضيحها في الجدول    

) U/L 175.286 (  وصلت الى  GOTي مستوى انزيم الـ ف) P> 0.05(سبب زيادة معنوية مقدارها  

  . )U/ L 150.782(مقارنة مع مجموعة السيطرة البالغة 

 بدت واضحة بعد المعاملة بالبروتين المرتبط  GPTعلى انزيم الـ ) P> 0.05(وايضا الزيادة المعنوية 

  ) .U/ L 50.18(لبالغة مقارنة مع مجموعة السيطرة ا) U/ L 69.412( بالفايبرونكتين لتصل الى 

   . )(GOT, GPTتأثير البروتين المرتبط بالفايبرونكتين على انزيمات الكبد   ) ٢(جدول 
GPT                   GOT                  Groups         
50.18 +_             150.782 +_           Negative control  
69.412 +_           175.286 +_           Positive control   

  

 كان له التأثير الفعال على وظائف الكبد مـن   FnBpيتبين مما تقدم ان البروتين المرتبط بالفايبرونكتين 

   . GPT والـ  GOTخلال الزيادة المعنوية التي سببها هذا البروتين على انزيم الـ 

      د لبكتريـا المكـورات العنقوديـة الذهبيـة          وهذه النتائج تؤكد بأن هذا البروتين يمثل عامل ضراوة شدي         

Staph aureus  .   

  Conclusions الاستنتاجات
نستنتج من خلال الدراسة ان بكتريا المكورات العنقودية الذهبية تمتلك يروتين خارج خلوي له دور                -١

  .فعال في زيادة امراضية البكتريا 

وايـضا  ).   GOTنوية في مستوى انزيم الــ  ان البروتين المرتبط بالفايبرونكتين سبب زيادة مع -٢

 .  GPTزيادة معنوية على انزيم الـ 

 كان له التأثير الفعال على وظائف الكبـد مـن خـلال     FnBpان البروتين المرتبط بالفايبرونكتين  -٣

   . GPTوالـ   GOTالمعنوية التي سببها هذا البروتين على انزيم الـ   الزيادة 
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