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 القلب بأمراضمصل دم اشخاص مصابين من عزل وتنقية هرمون الكوبيبتين 
 نوري محمد عزيز، ذكرى علي علوش 

 ، الموصل ، العراق جامعة الموصل،  كلية العلوم، قسم الكيمياء 
 

 الملخص
 ي ةيمماه ويويمممة مايلدممة ت ممم  تصممملها ام عمممول وية يممة هرمممموب الكمموميمييب ممممب مصممل  م اشمممااق مصمماميب ممممامرا  ال لمم  ماسممميشمممله همممدر ال راسممة 

( مممب الراسمم  الةممايط مواسمممة اليرسممي  مااسممييوب المممار  ول مم  وجمم  اب G-50وممومييب مروييةيممة مواسمممة كرومايو راتيمما اليرشممي  الادممم    سمميدا ك  
 ( .B اعلى يركيو لارموب الكوميمييب كاب ت  ال مة الثاةية  الوومة

الممور المعكمو  –( مواسممة ي ةيماه  كرومايو راتيما السماال عمال  اا اء Bهرموب الكموميمييب المعموول والووممة  تضد عب دلك يم الكشف عب ة اوة 
تيامما جيمم ا تمم  ومممب ااويممما  ممميب المولممول ال ياسمم   يمام مما RP-HPLCول مم  ميةممه الةيممااط اليمم  يممم الوصممول عليامما مي ةيممة , و الاجممرة الكارماايممة( 

 ( .B الدي يم الوصول عليه ت  ي ةية اليرشي  الادم   الوومةللكوميمييب ومولول الةمودج 
( G-50( ماسمميا ام كرومايو اتيمما اليرشممي  الادممم  سمميدا ك   Bكممما يممم ايجمما  الممووب الجويامم  الي ريممم  لارممموب الكمموميمييب المة ممى جوايمما الوومممة  

 اليموب(على اليموال  , ويمم  راسمة اليركيم  الثماةوي  400±4513ليموب ,  ا 400±4654والاجرة الكارمااية ماسيا ام الصو يوم  و يسيل سملديه كماب  
الولووةمم ( ممميب المولممول ال ياسمم   -( ووجمم  اب الةسمممة الماويممة  الدمماCircular Dichroesimالولووةمم ( لارممموب الكمموميمييب مواسمممة ي ةيممة  - الدمما

 .كاةه ميمام ة م رجة عالية( Bدم   الوومة للكوميمييب ومولول الةمودج الدي يم الوصول عليه مي ةية اليرشي  الا
 هرموب الكوميمييب , كرومايو راتيا الساال عال  اا اء المور المعكو , ااو واجية اللوةية , الاجرة الكارمااية. :الكلمات الدالة

 المقدمة
الممييممم  السمممكري ب أول ممممب وصمممف الكممموميمييب، المعمممروف أيضممما  ماسمممم ا

كممماب  AVP-associated glycopeptide  ومرسممميبسالممممريمم مالدا
Holwerda  ب اا يهرمموب الكمموميميوظيدمة ( ولمم يكيشمف 1 1972عمام

و ي عى الكموميمييب مالممييم  السمكري للةاايمة  (2006  ت  الع   المةصرم
 C-terminal portion of الكارموكسممميلية لمليعمممة الداسومرسممميب

arginine vasopressin  ) CP-proAVP) 2اهميممة  ييوضمم  (3و
يكممموب ثاممممه جممم ا وييملممم   والمممديالكممموميمييب تممم  مميمممواه قياسمممه ايضممما 

كميمماه اقممل تمم  م ارةممة مممس الداسومرسمميب اثةمماء ال يمما   وا يويمماج الممى 
 proteaseاسممممميادق او اضممممماتة مممممموا  مثمممممل مثممممممماه المروييمممممو 

inhibitors  اضممماتة المممى الوقمممه ال صمممير المممدي يوياجمممه تممم  الوصمممول
 .(4  على الةيااط

ومام  اميةم   39ييكموب ممب الميمييم اه السمكرية و  ممب الكموميمييب يعم 
( يصةس الكوميمييب مب ةد  الجيب الدي يصةس مةه الداسومرسميب تم  5 

وميرييمممممم  عكسمممممم  مممممممس جمممممميب  P13الكرموسمممممموم العشممممممريب تمممممم  الموقممممممس
ااوكسييوسيب ويشيق مب ااكسوب الثالث مب اكسوةاه اليشمدير الثدثمة 

وممممممام  اميةمممممم  للةاايممممممة الكارموكسمممممميلية  17مممممممس ااممممممر  mRNAتمممممم  
اما ااكسوةاه ااارى تاةاما ييمرجم المى ,  ) (NP-2) 2- للةيوروتايسيب

( اب عمليمممممممممممممممة يجوامممممممممممممممة NP-2  )6( و  AVPاشمممممممممممممماراه مميي يمممممممممممممممة  
المروتاسومرسمميب الممى اشمماراه ااممرى يمميم عممب مريممق ارمعممة مممب اةويممماه 

, ااكسمممممموممياي يو , الموةواوكسممممممجةيو و  اليولممممممل وهمممممم  ااة ومميايمممممم يو 
 Supraoptic nucleus (SON)   الديو امدل ة مل ااكسموةاه ممب 

لليومممممه الماممممما   Paraventricular nucleus (PVN) و 
hypothalamus  7 ) , اب المروتاسومرسممممممممميب يوشممممممممممر تممممممممم  الشمممممممممممكة

و  (NP-2مةامممما لممممل   7جسممممور كمريييممممة  8ااة ومدوميممممة ويشممممكل مممممب 

واومممممممم  لدرجةمممممممميب تاسومرسمممممممميب اضمممممممماتة الممممممممى الةاايممممممممة الكارموكسمممممممميلية 
للكديكمممومروييب للمروتاسومرسممميب ثمممم يوشمممر تممم  وويصممملة ال ممم   الصمممم 

ل ممممممم ة المممممممى الدمممممممق الالدممممممم  ل PVNو  SONالعصممممممممية ليةي مممممممل ممممممممب 
 . (6  والدي يدرو مةه الكوميمييب    posterior pituitaryالةاامية

هممممممو اب الاديمممممما اب االيممممممة المامممممممة اتممممممراو الكمممممموميمييب والداسومرسمممممميب 
ااكسمممممممممموةاه مممممممممممب يوممممممممممه العصمممممممممممية الكميممممممممممرة يعمممممممممممل علممممممممممى ة ممممممممممل 

ليسممم  لامما مالمم اول الممى الدممق الالدمم  لل مم ة  hypothalamusالمامما 
 (5وهمدا مايسممى مالمسمالك العصممية   posterior pituitaryالةااميمة 

اب  ( 8اب الكممموميمييب يدمممرو مممممةد  الكيديمممة مممممس اارجةممميب تاسومرسمممميب  
الكممموممييب يعيمممم  علمممى ةامممر اديممما ال لممم   لإتمممراوالدسممميولوجيا المرضمممية 

ويسمممميا م اسمممميجامة لكممممر  ال مممم   الصمممممماء ولممممدلك سمممملم الضمممموء علمممممى 
   (.9الكوميمييب ت  امرا  ال ل   

عمممول وية يمممة الكممموميمييب ممممب مصمممل  م ااةسممماب  الهددددن مدددن الدرا دددة 
 و راسة اواصه .
 طرائق العمل

 ية هرمون الكوبيبتين من مصل الدمعزل وتنق
 العينات 

يممم الوصمممول علمممى مصمممل الممم م ممممب اشمممااق مصممماميب ممممامرا  ال لممم  
كركممموك ومسيشمممدى اممممب  /ومأعممممار مايلدمممة ممممب مسيشمممدى كركممموك العمممام

كماةوب ةاايمة المى  2013يمموو  م اية للديرة مبالموصل  /سيةا اليعليم  
تم  مصمل  هرمموب الكموميمييبودلك مسم  اريدما  يركيمو ,  2013ااول 

(, وقمممم ر يركيممممو المممممروييب ممري ممممة اوري الموممممورة 9 م مرضممممى ال لمممم  
 (14  ( وكدلك ق ر يركيو هرموب الكوميمييب10 
 بالمذيب العضوي التر يب -1

http://en.wikipedia.org/wiki/Posterior_pituitary
http://en.wikipedia.org/wiki/Hypothalamus
http://en.wikipedia.org/wiki/Posterior_pituitary
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المممموا  المروييةيمممة ممممب مصمممل الممم م مواسممممة اليرسمممي  مااسمممييوب  تصمممله
( الممى المصممل مممس اليوريممك المسمميمر v/v 60:40( مةسمممة  11المممار   

 قي ة وييرك المى اليموم الثماة  تم  الثدجمة ,  60لم ة  0م 4المم ء عة  
ويممميم تصمممل الراسممم  المروييةممم  مواسممممة الممممر  المركممموي المممممر  مسمممرعة 

 12000xg قي ة ثم يدا  الراس  المروييةم  مأقمل كميمة ممب  30( لم ة 
الممماء الم مممر , ثممم معمم ها ي مم ر وجممم مولممول الراسمم  المروييةمم  ويركيممو 

ممموب تيممه ثممم يودممظ ماليجميمم  اسمميكمال الامممواه المممروييب ويركيممو الار 
 الدو ة.

 كروماتوغافيا الترشيح الهلامي -2
والمممدي يويمممموي  سمممم( x 105 1.5   اسممميا م عممممو  الدصمممل دي ا معممما

 اليم  يدصمل المركممماه (SephadexG-50)علمى مما ة الامدم مممب ةمو  
ويممممم  (11  ( اليمممموب 30000  مومممم و  داه ا وواب الجويايممممة المروييةيممممة

مسمممك  مممما ة الامممدم علمممى  سمممم( 97 وضمممس مممما ة الامممدم علمممى اريدممما  
مواسممممة العصمممى الوجاجيمممة جممم راب عممممو  الدصمممل ماممم وء ومشمممكل ماامممل 

ويى يسي ر ويوال الكميمة الواام ة ممب المماء الم ممر  لمةس يكوب الد اعاه
 12). 

 2مم مم ار  الةممايط مممب اليرسممي  مااسممييوب يممم امممرار المولممول المروييةمم  
( ويمممس G-50( علممى عمممو  الدصممل الومماوي علممى هممدم السمميدا ك   مممل

مممل( مممب الممماء الم مممر لل سممل . ومعمم  دلممك يممم اسممير ا  الممموا   2دلممك  
 قي ممة( لكممل 3/مممل 3سمماعة( ممعمم ل  /مممل 60المروييةيممة ممعمم ل جريمماب  

جوء مب جامس ااجواء الدي يعمل مةظام ال قااق, اد يمه ميامعمة المموا  
ل ااجمممواء ممممب امممدل قمممراءة شممم ة ااميصممماق عةممم  ممممول المروييةيمممة لكممم

ةممماةومير ماسمميعمل جاممماو مميمماف ااشمممعة تمموق المةدسمممجية  280ممموج  
والمراية .تضد عب دلك يم ي  ير يركيو هرمموب الكموميمييب تم  ااجمواء 
المدصولة ,قسمه الى جوايب او هما ودمظ ماليجميم  لدسميا ام الدومق 

يم يجديف الوموم المروييةيمة الةايجمة ممب عمليمة اليرشمي  الادمم  وااار 
ل ممر  الوصممول علممى هممدر  (Lyophilizer)ماسمميا ام جامماو اليجديمم  

ومع  الوصول علمى المسمووق المروييةم  يمم  الووم مشكل مسووق جاف
وضعه تم  اةممو  موكمم اا مدق ويودمظ ماليجميم  لوميب اسميا امه تم  

 اليجار  الدو ة.
 جرة الكهربائية.اله -3 

مم مممه علمممى   ممممب كرومايو اتيممما اليرشمممي  الادمممم اب ال ممممة المدصمممولة 
 SDS-PAGE   مممممممب( ةممممممو Mediphor  وسمممممم   الماةيمممممما( هايمممممم لمر

( ماسممميعمال اليظايمممر العممممو ي علمممى االممموا  الادميمممة.ويم 13مري مممة  
المركمممممممو ال ممممممموم  لموممممممموث /اجراااممممممما تممممممم  جامعمممممممة ملكةمممممممه تممممممم  يركيممممممما

 الةاةويكةولوج 
 كروماتوغرافيا ال ائل عالي الاداء الطور المعكوس. -4

ممممل( ممممب المولمممول المممماا  للةممممودج الارمممموة   2اسممميا م تممم  الو مممب  
الد ممرة والمدي يمم الوصمول عليمه ممب كرومايو راتيما اليرشمي  الادمم  تم  

الممممور المعممماك  -مممممق تممم  كرومايو رايممما السممماال عمممال  اا اءالسمممام ة 
( HPLC, Agilent 1200 Series, 6890N/ 7683 B ةممو  

( .الةمودج ال ياس  المدي مممق C18ماسيعمال عمو  تواد م اوم للص ا  

(. ويمم اجراااما تم  جامعمة ملكةمه Mybiosource \ USAمب شمركة  
 المركو ال وم  لمووث الةاةويكةولوج /ت  يركيا

  Circular dichrosimازدواجية اللون الدوارة  -5

ميكممو مممول ( مممب الةمممودج الموضممر  2.2ميركيممو  مممل(  0.2يمم يمميممق  
 Circular مي ةيممة اليرشممي  الادممم  تمم  جامماو او واجيممة اللمموب المم وار

dichroism (CD)   ةمممو Jasco,J815 )  وممممق الةممممودج ال ياسممم
مممل( و  0.2( موجممم  Mybiosource \ USAالمجاممو مممب شممركة  

تمممممم   ( ميكممممممو مممممممول. ويممممممم اجرااامممممما تمممممم  جامعممممممة ملكةممممممه2.5ميركيممممممو  
 المركو ال وم  لمووث الةاةويكةولوج /يركيا

 تقدير الكوبيبتين.
مواسممممة ي ةيمممة الي ممم ير ممممااةويم الممممريمم  الكممموميمييب هورمممموبيمممم قيممما  
.   Mybiosource\ USA( ممممب شمممركة ELISA  )14مةاعيممما  

 كركممممممموكمسيشمممممممدى تممممممم  العممممممموو المةممممممماع   مايممممممممراليوليمممممممل يمممممممم تممممممم  
قارئ الصديوة المايكروسمكومية  ELX 800 ةو  الجااو  كركوك./العام

 ا مريكية.، BIO-TEK ، INC ،لجااو االيوا
 تقدير تركيز البروتين 

( 15  اوري مري ممممة اسمممميا مه المممممروييب مممممب ال قي ممممة الكميمممماه لي مممم ير
 الم مممر مصمممل المممموميب اسممميعمل إد ،( 10  العمممالميب قممممل ممممب والمومممورة

 BSA )إمدمممماء معامممممل لممممه والممممدي قياسمممم  كمولمممول  Extinetion 

Coefficient=0.67 )ممممممس الممممممروييب يداعمممممل المري مممممة همممممدر وييضممممممب 
  650  عةمم  لمه ااميصماق ي مرأ اللمموب اورق مع م ا ليعمم  تمولب كاشمف
 .(16) المروييب  يركيو مس ااميصاق ش ة ييةاس  إد( ةاةومير

 تقدير الوزن الجزيئي التقريبي
الموضمر المدي يمثمل هرمموب يمم ي م ير المووب الجويام  الي ريمم  للةممودج 

الكمممموممييب مواسمممممة ي ةييمممم  كرومايو راتيمممما اليرشممممي  الادممممم  ماسمممميعمال 
( وي ةيمممممة الاجمممممرة الكارماايمممممة  مالم ارةمممممة ممممممس مممممموا  G-50السممممميدا ك   

( .علممما اب ي ةيممة الاجممرة الكارماايممة  11مروييةيممة معلومممة الممووب الجويامم  
ال ممموم  لموممموث ي ةيمممة  المركمممو/يممم اجراااممما تممم  جامعمممة ملكةمممه تممم  يركيممما

 الةاةويكةولوج .

 النتائج والمناقشة
 عزل وتنقية الكوبيبتين

مسممم  سمماولة يسمميعمل ااسممييوب المممار  كعامممل مرسمم  جيمم  للمروييةمماه 
للوصممول علممى الراسمم  المروييةمم .  ويظاممر مممب المميالق مةممه و يمممايرر 

 اب يركيمممو الكممموميمييب تممم  مولمممول الراسممم  المروييةممم  المممدي( 1 الجممم ول 
وصممل عليممه مممب مصممل المم م مواسمممة اليرسممي  مااسممييوب المممار  اعلممى 
 مب يركيور ت  مصل ال م , وق  يم اهمال الراش  لالور مب الكوميمييب.

يسميا م كروميو راتيما اليرشمي  الادمم  لدصمل المركمماه الويويمة وعا ة 
 علمىالدصمل  عممو يويموي عيما  على وجمم جويااياما واشمكالااويث ماا
لدصمممل  ويمممم يمميمممق ي ةيمممة اليرشمممي  الادمممم (  G-50السممميدا ك   همممدم

اليمم  وصممل عليامما مواسمممة اليرسممي  مااسممييوب المممار  الممموا  المروييةيممة 
وجممو  وممومييب  (1 مممب مصممل المم م . ميةممه الةيممااط الموضمموة مالشممكل 

(  للمركممممممماه المروييةيممممممة المدصممممممولة مممممممب الراسمممممم  Bو Aمممممممروييةيييب  
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مممل(  92.7وكمماب وجممم الرو مماب للوومممة ااولممى   المروييةم  لدسممييوب .
مممل( ول مم  يممميب اب الوومممة  219.8ميةمما وجممم الرو مماب للوومممة الثاةيمة  

( اعمممممه اعلممممى يركيممممو للكمممموميمييب وعمممم ه مممممدلك الوومممممة Bالمروييةيممممة  

لعمم م وجممو   Aالمروييةيممة الدعالممة والممثلممة للكمموميمييب ويممم اهمممال الوومممة 
 يركيو للكوميمييب تياا.

وادصمممة ةيمممااط مراومممل ية يمممة الكممموميمييب ممممب مولمممول راسممم  ااسمممييوب 
 (1  المار  م رجة ت  الج ول

 

 
 م(والحاوي على  105*1.5(المظهر الجانبي للروغان محلول الرا ب البروتيني بتقنية الترشيح الهلامي با تخدام العمود ذي الابعاد )1الشكل )

 (50-الهلام  يفادكس )جيمادة 
 

 ( خلاصة نتائج مراحل تنقية الكوبيبتين من مصل الدم1جدول)
الحجدددددددددم  مراحل التنقية

الكلدددددددددددي 
mL 

تركيددددددددددددددددددز 
 الكوبيبتين
Pg/mL 

تركيددددددددددددددددددددددددز 
البددددددددددددددددروتين 

Mg/mL 

تركيددددددددددددددددددددددز 
البدددددددددددددروتين 

 Mgالكلي 

التركيدددز الكلدددي 
للكدددددددددددددوبيبتين 

Pg 

الفعاليددددة الكليددددة 
للكددددددددددددددددددوبيبتين 

Pg/Mg 

عددددددددددددددددددد 
مدددددددددددددددرات 

 التنقية

الا دددتعادة 
% 

 100 1 1.31 3410.8 2584 76 100.32 34 مصل الدم

محلددددددددددول الرا ددددددددددب       
 البروتيني

22 141.5 

 

62 1364 3113 2.28 

 

1.74 91 

 الترشيح
 الهلامي

الحزمدددددددة 
B 

10 259.8 5.7 57 2598 45.5 34.79 76 

 
قممممم  او ا  معممممم  عمليمممممة  الكممممموميمييب( اب 1 ميةمممممه الةيمممممااط تممممم  الجممممم ول 

اليرسممي  وهممدا قمم  يكمموب مسممم  ويمما ة ة مماوة الكمموميمييب . وكممدلك ةدوممظ 
ويا ة ت  اليركيور مع  عملية اليرشي  الادم  ليصم  عم   ممراه الية يمة 

( وللياكم  ممب ة ماوة 76( كدلك مل ه الةسممة الماويمة لدسميعا ة  34.79 
يمم اجمراء ي ةيمة االاجمرة  ( ممب مصمل الم مBالكوميمييب المعوول  الوومة 

وي ةيممممة كرومايو راتيمممما السمممماال عممممال  اا اء  SDS-PAGEالكارماايممممة 
RP-HPLC 

 الهجرة الكهربائية-1
( والممثلمممه لارمممموب الكممموميمييب المة مممى ممممب Bالووممممة الثاةيمممة   اظامممره

ي ةيمة الاجمرة ممب امدل مصل ال م مي ةية اليرشي  الادمم  ووممة تر يمة 
وهمممدا  (2وكمممما موضممم  مالشمممكل   SDS-PAGEالكارماايمممة ماسممميا ام 

 39( علممى اب الكمموميمييب هممو ممييمم  اومما ي ويويمموي علممى 17ييدممق مممس  
 وام  امية .
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 للكوبيبتين المنقى جزئيا من مصل الدم مع المواد البروتينية القيا ية SDS-PAGE( الهجرة الكهربائية 2الشكل )

( المموميب الممي  , الووممة C( يمثمل ااةسموليب, الووممة  B( ممب اليرشمي  الادمم  , الووممة  B( يمثل الكموميمييب المة مى جوايما الووممه  Aالوومة  
 Dاميليو , الووم  -( يمثل الداEدمة معلومة الووب الجويا ( يمثل مجموعة مروييةاه كع 
 

 كروماتوغرافيا ال ائل عالي الاداء الطور المعكوس. -2
 يممم الوصممول( اليمم  Bالوومممة  الكمموميمييب المة ممى جوايمما ة مماوة  يممم ي مم ير

ةظام كرومايو راتيما السماال عمال   مب ادل علياا مب اليرشي  الادم 
لمعرتممة  واسمميا م المولممول ال ياسمم  للكمموميمييب اا اء  المممور المعكممو (

 /ممممل  0.5وممممب ااسممميجامة يومممه الشمممروم الياليمممة :  سمممرعة ااةسممميا : 

 205.8 قي ة(   رجة الورارة ,  رجة ومرارة الموميم(  الممول المموج  , 
( 3ةيممممممااط تمممممم  الشمممممممكل  ( واظاممممممره الMpa 12ةاةومير( الضمممممم م  : 

( وجو  وومييب الوومة ااولمى  ااساسمية ( والووممة الثاةيمة 2والج ول  
(  قي ممممة علمممممى 3.427( و 2.280واليمممم  ظاممممره عةمممم  وممممممب اويممممما   

 اليوال  مالةسمة للمولول ال ياس .
 

 
 ( كروماتوغرام المحلول القيا ي للكوبيبتين3الشكل )
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 ( من الترشيح الهلامي.Bللمحلول القيا ي والنموذج )الحزمة  RP-HPLC( البيانات من 2جدول)
 ارتفاع الحزمة دقيقة /زمن الاحتباس  الحزمة ا م المحلول

 A 2.280 95.004 المولول ال ياس  للكوميمييب
B 3.427 35.130 

 مولول الةمودج
 (Bالوومة  

A 2.333 120.589 
B 3.640 68.174 
C 4.537 3.186 

 

( وجممممو  ثممممدث ومممموم 2( والجمممم ول   4كممممدلك كممممما يدوممممظ تمممم  الشممممكل  
-RP( مممب اليرشممي  الادممم  .تمم  ةظممام Bللةمممودج المدصممول  الوومممة 

HPLC   يومممه ةدممم  الشمممروم اليممم  مم مممه ممممس المولمممول ال ياسممم  ويعممم

الوومه ااولى  ااساسية(  وق  ظاره الووم الثدث عةم  وممب اويمما  
 على اليوال . (4.537( و  3.640( ,  2.333 

 

 
 (G-50)( من الترشيح الهلامي  فادكس B(  كروماتوغرام محلول النموذج )الحزمة 4الشكل)

 

معمممم  م ارةمممممة كروممممممايو رام المولمممممول ال ياسممممم  للكممممموميمييب ممممممس الةممممممودج 
( وج  اب هةاك يمامق جي  ت  وممب ااويمما  مميب الةممودج B الوومة 
( 4( و 3( والمولممممول ال ياسمممم  وكممممما موضمممم  تمممم  الشممممكل  B الوومممممة 
ب وجمممو  يممممامق تممم  وممممب ااويمممما  مالةسممممة للةممممودج ( يممممي2والجممم ول 
( الممثلمممممة لاورمممممموب الكممممموميمييب المة مممممى جوايممممما ممممممب ي ةيمممممة B الووممممممة 

اليرشممممي  الادممممم  وهورممممموب الكمممموميمييب ال ياسمممم . مممممب اجممممل الياكمممم  اب 
الكمموميمييب المة مممى جوايمما يشمممامة المولممول ال ياسممم  للكمموميمييب.يم اضممماتة 

ولممول ال ياسمم  الممى الةمممودج الموضممر مممب مممايكرولير مممب الم 20,  10

يوممه ةدمم  RP-HPLCاليرشممي  الادممم  علممى اليمموال  ثممم مممرر علممى 
 الظروف السام ة.

اريدممممممما   يمممممممميب (3 ( والجممممممم ول 6( ,  5الةيمممممممااط تممممممم  الشمممممممكل  وميةممممممه 
قممم  او ا  ممممس ويممما ة يركيممممو المولمممول ال ياسممم  المضممماف الممممى  ييبالوممموم

معمم  م ارةممة الكرومممايو رام  الةمممودج , اضمماتة الممى ثممماه ومممب ااويممما .
وجممو  يشممامة او يمممامق ممميب الوومممة  يممميب( 6( و  5( ,  4تمم  الشممكل  

 Bكمممممدلك يشمممممير المممممى اب .  للكممممموميمييب والمولمممممول ال ياسممممم  ( للةممممممودج
( لمه G-50ليرشمي  الادمم  مواسممة سميدا ك   الةممودج المعموول ممب ا

 ةد  اواق الكوميمييب ال ياس .
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 تر( من محلول الكوبيبتين القيا يمايكرول 10( بعد اضافة )B( كروماتوغرام محلول النموذج الحزمة )5الشكل )

 

 
 تر( من محلول الكوبيبتين القيا يمايكرول 20بعد اضافة )( B( كروماتوغرام محلول النموذج الحزمة )6الشكل )

 
 مايكرولتر من محلول الكوبيبتين القيا ي 20,  10( بعد اضافة Bللنموذج الحزمة )RP-HPLC( البيانات من 3جدول)

 ارتفاع  دقيقة /زمن الاحتباس الحزمة ا م المحلول
 الحزمة

 مايكرولتر 10محلول النموذج بعد اضافة 
 المحلول القيا ي للكوبيبتينمن 

A 2.360 123.850 

B 3.480 86.647 
 مايكرولتر 20محلول النموذج بعد اضافة 

 من المحلول القيا ي للكوبيبتين
A 2.360 157.291 

B 3.480 100.80 
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  تقدير الوزن الجزيئي للكوبيبتين 

 كروماتوغرافيا الترشيح الهلاميتقدير الوزن الجزيئي بوا طة 

يممممم اسمممميا ام ي ةيممممة كرومايو راتيمممما اليرشممممي  الادممممم  تمممم  ي مممم ير الممممووب 
( الواويممة علممى اعلممى Bالجويامم  الي ريممم  للكمموميمييب  الوومممة المروييةيممة 

يركيممممو مممممب الكمممموميمييب. وقمممم  اسمممميا م لاممممدا ال ممممر  عمممممو  الدصممممل دو 
-Gم السممميدا ك   الوممماوي علمممى مممما ة همممد سمممم( X105 1.5اامعممما   

سم( ويم امرار ع   مب المركمماه معلوممة المووب  97( على اريدا   50
 اليموب ( ل مر  يعيميب  2000000-204الجويا  الي  ييراو  اوواةاما  

( لكمل مما ة وكمدلك الوجمم Viاواق العمو  مب ويث الوجم الم اال   
 ( المممموا  اليممم  ممممرره4(  ويمممميب الجممم ول  Voالامممال  ممممب الوميمممماه  

 على عمو  الدصل المسيا م واوواةاا الجوياية ووجوم رو اةاا.

 

 ( العلاقة بين الوزن الجزيئي وحجم الروغان للمواد الم تخدمة في تقدير الوزن الجزيئي التقريبي 4الجدول )
 بتقنية كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي

 مل /حجم الروغان  (الوزن الجزيئي )دالتون المواد
 60 2000000 ال كسيراب ااورق

 92 67000 الموميب مصل الم ر

 109 45000 الموميب المي 

 128 36000 ممسيب

 212 5743 اةسوليب

 289 1051 اوكسييوسيب

 312 204 اليرميوتاب

 219 4654 الةمودج

 

( يممميب وجممم الرو مماب لكممل ممما ة م امممل لو ممارييم ووةامما 7الشممكل يوضمم  
الجويامم  , اد يممميب ظاممور اممم مسممي يم ومم   مممب ادلممه الممووب الجويامم  

( اد اب وجمم Bالي ريم  للكوممييب الة ى جوايما ممب مصمل الم م  الووممة 
 مل( 219( كاب  Bالرو اب  للوومة 

 

 
 المنحني القيا ي لتعيين الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي( 7الشكل )

 

يشمممير ةيمممااط المةوةممم  ال ياسممم  ليعيممميب المممووب الجوياممم  مي ةيمممة اليرشمممي  
الادمممممممم  علممممممممى اب الممممممممووب الجويامممممممم  الي ريممممممممم  للكمممممممموميمييب  الوومممممممممة 

B )4645±400 علمى 18كرهما   اليوب( وهدا ييدق مس الةيااط الي  د )
  اليوب(. 5000~اب الووب الجويا  للكوميمييب يساوي  

 SDS-PAGEتقدير الوزن الجزيئي بوا طة الهجرة الكهربائية  -3
كممممما قمممم ر الممممووب الجويامممم  الي ريممممم  للكمممموميمييب المة ممممى جوايمممما الوومممممة 

(B) مممممب كرومايو راتيمممما اليرشممممي  الادممممم  ماسمممميا ام مركممممماه معلومممممة
( وعةمم  2( كممما موضم  مالشمكل  SDS-PAGEمي ةيمة  المووب الجويام  
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رسمم المسماتة اليمم  ي معاما الممموا  المروييةيمة واوواةامما الجويايمة الموضمموة 
( يميب وجو  ام مسمي يم وم   ممب ادلمه المووب الجويام  5ت  الج ول  

( المدصممول مممب ي ةيممة اليرشممي  الادممم  وكممما مممميب Bالي ريممم  للوومممة  

 اليموب(  4513±400  الي ريمم لمووب الجويام  وجم  اب ا (8ت  الشكل  
 (.18وهدا ييدق مس مادكرر  

 

 SDS-PAGE( العلاقة بين الوزن الجزيئي والم افة المقطوعة بتقنية5جدول)

 الم افة ) م( الوزن الجزيئي )دالتون( المواد
1 260000 0.3 

2 140000 0.5 

3 100000 0.6 

 0.9 58000 اميليو-الدا

4 50000 1.3 

 1.5 45000 الموميب المي 

5 35000 2 

6 25000 2.4 

7 15000 2.8 

8 10000 3.2 

 3.7 5743 ااةسوليب

 4.0 4513 الةمودج

 

 
 با تخدام بروتينات معلومة الوزن الجزيئي SDS-PAGE( المنحني القيا ي لتقدير الوزن الجزيئي بوا طة 8الشكل)

 

الحلزوندددي( با دددتخدام -تقددددير التركيدددب اللدددانوي للكدددوبيبتين )الفدددا -4
 تقنية ازدواجية اللون

( لكمممل ممممب CD  يمممم ي ممم ير اليركيممم  الثممماةوي للكومميمممايب مواسممممة ي ةيمممة
المة مى ( B الةممودج الووممةوكمدلك مولمول  للكموميمييبالمولول ال ياسم  

.وقممم  اسممميا م مممم ى ممممب اممممول موجيمممة  الادمممم  جوايممما مي ةيمممة اليرشمممي 
وم رجة ورارة ال رتة ماسميا ام اليمة كمواريو داه  ةاةومير( 400-190 

الولووةممم  -سمممم( وقممم  يمممم الوصمممول علمممى ةسممممة ماويمممة لدلدممما 0.2امعممما  
 2.5%( لكمممممممل ممممممممب المولمممممممول ال ياسممممممم  ميركيمممممممو  %1.34( ,  1.32 

ليمر( علمى  /ميكوممول 1.4لير(  ومولمول الةممودج المسميا م   /ميكومول
اليممموال  .وهمممدا يممم ل علمممى الييممممامق ال ريممم  جممم ا مممميب المولمممول ال ياسممم  

( للمولمممول ال ياسممم  . 1-9ومولمممول الةمودج.كمممما همممو موضممم  مالشمممكل  
 (.B( لمولول الةمودج الوومة  1-10والشكل  
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 للكوبيبتين( للمحلول القياس CD( تقنية )9الشكل )

 

 
 ( .B( لمحلول النموذج الحزمة )CD( تقنية )10الشكل )
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Abstract 
This study included isolation and purification of copepin hormone from heart disease patients serum using 

different biochemical techniques. The study showed two proteinous peak has been isolated by gel filtration 

(Sephadex G-50) from the precipitation by cold acetone, the results predicted that (peak B) has a high 

concentration of copepin . Furthermore, the purity of the isolated copeptin ( peak B) had been identified by SDS-

poly acryl amide gel electrophoresis and the reverse phase high performance liquid chromatography in which 

results showed agood identity in retention time between the standard and the isolated copeptin (peak B) . 

The approximate molecular weight of partially purified copeptin peak (B) was (4654±400 Dalton , ±4513 400 

Dalton) using gel filtration chromatography  (Sephadex G-50) and (SDS-poly acryl amide gel electrophoresis) 

technique respectively . 

The study of secondary structure (α-helix) to copeptin hormone by the (Circular Dichroesim) showed the 

percentage of the (α-helix) between the standard solution of copeptin and sample solution (peak B) was good 

match.     


