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 قائمة الأشكال 

  . البنٌة التفصٌلٌة للٌشمانات )أ( وشكلها النموذجً فً البالعات )ب(، ضمن لطاخةٔالشكل  

لخزعة مؤخوذة من إصابة جلدٌة باللٌشمانٌة المدارٌة، بعد تلوٌنها بملون ؼٌمزا حٌث ٌشٌر السهم 

 .......ؤ الحركة.........إلى أحد الأشكال ؼٌر المتحركة النموذجٌة التً تمتاز بوجود النواة ومنش

. البنٌة التفصٌلٌة للمشٌقات )أ(، وشكلها النموذجً فً مستنبت زرعً بعد تلوٌنها بملون ٕالشكل 

 ......ؼٌمزا )ب( وتجمعها لتشكل الشكل الوردي )ج(..............................................

 ..........................ٕٓٔٓحة العالمٌة . تصنٌؾ أنواع اللٌشمانٌة وفقاً لمنظمة الصٖالشكل  

 ......... )أ( صورة لذبابة الرمل )ب( ورسم توضٌحً لها لدورة حٌاة الطفٌلً داخلها.ٗالشكل  

 .............................................................  دورة حٌاة طفٌلٌات اللٌشمانٌة.٘الشكل 

  ..................................................انٌات الجلدي فً العالم. انتشار داء اللٌشمٙالشكل 

 ب( المخاطٌة الجلدٌة ،. المظاهر السرٌرٌة لداء اللٌشمانٌة: )أ( الحشوٌة ،)7الشكل 

 )ج( الجلدٌة............................................................................................

  ............................................... تنظٌم جٌنات صبؽٌات طفٌلٌات اللٌشمانٌة.1الشكل 

 ....................فً اللٌشمانٌة. mini-exon gene. منطقة جٌن الإكسون الصؽٌر 1الشكل 

، تشمل mRNA. عملٌة التضفٌر الانتقالً للحصول على الرنا الرسول الناضج ٓٔالشكل 

 .................................إضافة القبعة المتمثلة بقائد التضفٌر، والتذٌٌل بإضافة عدٌد الأدنٌن

( حٌث ٌظهر كٌفٌة تداخل الأقراص فً الفراغ،  وفً (I. دنا منشؤ الحركة فً الزجاج ٔٔالشكل 

 ...................................................( وٌظهر كٌفٌة تكدس الأقراصIIالعضوٌة )

 ..................................... مظهر الحلقات الصؽٌرة تحت المجهر الالكترونً.ٕٔالشكل 

 STAT   للخلاٌا التؽصنٌة و  DC، ترمز Th0. تماٌز الخلاٌا التائٌة ؼٌر المتمرسةٖٔالشكل 

 ......................................................................................لعوامل الانتساخ.

. السٌتوكٌنات والخلاٌا التً تتدخل فً الاستجابة المناعٌة عند الإصابة بداء اللٌشمانٌة ٗٔالشكل

 ..........................................................................................الجلدي الفؤري

خلال الإصابة بداء  Panantigensللقدرة الاستمناعٌة لمستضدات .نموذج افتراضً ٘ٔالشكل 

 ..………………………………………………………………اللٌشمانٌات

 ...……………………………………………… . بنٌة لب الجسٌم النوويٙٔالشكل

 .......................................................................PCI. بنٌة البلاسمٌد 7ٔلشكل ا

 ..................PCI. منطقة تسلسلات التعرؾ لإنزٌمات الاقتطاع ضمن البلاسمٌد 1ٔالشكل 

التً تإمن فعالٌة هضم  ECORI\XBAI. الدارئة الملائمة لإنزٌمً الاقتطاع 1ٔالشكل 

ٔٓٓ.%................................................................................................ 
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  %.ٓٓٔ التً ٌإمن فعالٌة هضم  XBAI\SALI.  الدارئة الملائمة لإنزٌمً الاقتطاع ٕٓالشكل

 ............. منحنً تكاثر المشٌقات لسلالة اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً دراستنا.ٕٔالشكل 

 .................................رحلان الدنا الجٌنومً لطفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة.. ٕٕالشكل 

 .................رحلان ناتج تضخٌم الجٌنات باستخدام المشارع النوعٌة لكل جٌن.. ٖٕالشكل 

 ..................................... رحلان الرنا والدنا لطفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة.ٕٗالشكل 

دام المشاارع النوعٌاة لكال رحالان نااتج تضاخٌم الادنا الماتمم للجٌناات المختاارة باساتخ. ٕ٘الشكل 

 ..............................................................................................جٌن.

 ............................ . نمط رحلان البلاسمٌدات المهضمة بإنزٌم اقتطاع واحد.ٕٙالشكل 

 ............. ٌمً اقتطاع معاً وبنفس الوقت.. نمط رحلان البلاسمٌدات المهضمة بإنز7ٕالشكل 

الحاوٌاة علاى بلاسامٌد مؤشاوب  Top10. نمو مستعمرات جراثٌم الإشرٌكٌة الكولونٌاة 1ٕالشكل 

أؼاااااااااااااااااااااااااااااااار ٌحتاااااااااااااااااااااااااااااااوي علاااااااااااااااااااااااااااااااى  LBعلاااااااااااااااااااااااااااااااى وساااااااااااااااااااااااااااااااط 

 .........................................................................................الأمبٌسللٌن

لتضااخٌم الجٌنااات المدروسااة فااً المسااتعمرات   PCR. نمااط رحاالان نتااائج تفاعاالٖٓ-1ٕلالشااك

 ........................................................................................ الجرثومٌة.

 PCR. نمط رحلان البلاسامٌد المساتخلص مان المساتعمرات الحاوٌاة التاً باٌن تفاعال ٖٔالشكل 

 ................................................................ ائها على الجٌنات المدروسة.احتو

. نمط رحلان البلاسمٌدات، المهضمة وؼٌر المهضمة، المإشبة بالجٌنات والمستخلصاة ٕٖالشكل 

أو  H2Bأو  H2Aاحتوائها على احد الجٌنات المدروسة  PCRمن المستعمرات التً بٌن تفاعل 

H4  أوH3. ................................................................. 

 GF-1. نمااط رحاالان البلاساامٌدات المإشاابة المستخلصااة ٌاادوٌاً او بواسااطة عتٌاادة ٖٖالشااكل 

Plasmid DNA Extraction  من شركةvivantis. ........................................ 

 (L.tropica, H2Aلدى سلالة اللٌشمانٌة المدارٌة )  H2Aجٌن تسلسل )أ( . ٖٗالشكل 

 " فL.tropica, H2Aً. صورة عن معلومات تسجٌل تسلسل الجٌن ")ب(            

                Gene bank. ...................................................................... 

" L.tropica, H2Aلااادى سااالالتنا " H2Aتمم لجاااٌن . ترصاااٌؾ تسلسااال الااادنا الماااٖ٘الشاااكل 

 ....................... واللٌشمانٌة الكبٌرة، والطفلٌة، والدونوفانٌة، والمٌكسٌكٌة، والبرازٌلٌة.

وتسلسال الحماوض الأمٌنٌاة للباروتٌن  H2A. تطابق كل من تسلسل الدنا الماتمم للجاٌن ٖٙالشكل 

ارٌااة، والكبٌاارة، والطفلٌااة، والدونوفانٌااة، والمٌكسااٌكٌة، الااذي تشاافره لاادى كاال ماان اللٌشاامانٌة المد

 ......................................................................................... والبرازٌلٌة.

عند كل مان  اللٌشامانٌة المدارٌاة، والكبٌارة، والطفلٌاة،  H2A. تطابق تسلسل البروتٌن 7ٖالشكل 

 .............................................................. والمكسٌكٌة والبرازٌلٌة. والدونوفانٌة،
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" مااع تسلساال الجٌنااوم البشااري، L.tropica, H2Aتطااابق تسلساال الجااٌن "عاادم . 1ٖالشااكل 

  ....................... ncbiعلى موقع  Blastباستخدام تطبٌق 

 الناتج عن تفاعل السلسلة H4 tropicaتسلسل جٌن  )أ( .1ٖالشكل 

 ................................ Gene bankمعلومات تسجٌل تسلسل الجٌن فً )ب(              

فً دراستنا عناد اللٌشامانٌة المدارٌاة ماع تسلسال  H4. تطابق تسلسل  الدنا المتمم لجٌن ٓٗالشكل 

بٌاارة، الطفلٌااة، الدونوفانٌااة، المٌكسااٌكٌة الاادنا المااتمم لهااذا الجااٌن عنااد باااقً أنااواع اللٌشاامانٌة الك

 .................... ....................... ....................... ....................... والبرازٌلٌة.

فً سلالة اللٌشمانٌة المدارٌاة التاً أجرٌناا البحاث علٌهاا ماع  H4. تطابق تسلسل الجٌن ٔٗالشكل 

لٌشمانٌة الأخرى الكبٌرة، الطفلٌة، الدونوفانٌة، المٌكسٌكٌة والبرازٌلٌة تسلسل الجٌن ضمن أنواع ال

 وتطابق تسلسل البروتٌن المشفر من قبل هذا الجٌن مع البروتٌنات المشفرة من قبل باقً 

 ........................................................................................ الأنواع.

مع تسلسلاته فً اللٌشمانٌة الكبٌرة، الطفلٌاة، الدونوفانٌاة،  H4. تطابق تسلسل البروتٌن ٕٗالشكل 

 ................................................................. المكسٌكٌة والبرازٌلٌة.

عناد اللٌشامانٌة المدارٌاة ماع الجٌناوم البشاري. حٌاث ٌظهرعادم  H4تطابق جاٌن عدم . ٖٗالشكل 

عند اللٌشمانٌة المدارٌاة و تسلسال الجٌناوم البشاري بعاد إجاراء  H4جود تطابق بٌن تسلسل جٌن و

 ..................................................................... .ncbiعلى موقع  Blastتطبٌق 
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 قائمة الجداول 

 

 .........أنواع طفٌلٌات جنس اللٌشمانٌة والمتلازمات السرٌرٌة الرئٌسة التً تسببها. .ٔالجدول 

 ............................................................PCR تفاعل مزٌج مكونات.  ٕ الجدول

 ..........................الجٌنات لتضخٌم PCR لتفاعل المعتمد الحراري البرنامج. ٖ الجدول

 ......................................... الكواشؾ المطلوبة لتفاعل التهضٌم وحجومها.ٗالجدول 

 ...............مطلوبة لتهضمٌم البلاسمٌد والجٌنات المختلفة وحجومها.. الكواشؾ ال٘الجدول 

 .................................... الكواشؾ المستخدمة فً تفاعل الربط وحجومها.ٙالجدول 

 ...........................................PCR. حجوم الكواشؾ الداخلة فً تفاعل 7الجدول 

 ........................................اشؾ المطلوبة لتفاعل التهضٌم وحجومها.. الكو1الجدول 

 .................... تسلسلات المشارع النهائٌة المصممة لتضخٌم الجٌنات المدروسة.1الجدول 
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 قائمة الاختصارات 

APCs: Antigen presenting cell. خلٌة مقدمة للمستضد 

Alum: aluminium hydroxide. هٌدروكسٌدُ الألومٌنٌْوم 

ALM: Autoclaved leishmania major. لٌشمانٌة كبٌرة موصدة 

BCG: Bacille Calmette–Guerin. ٌَّاتُ كالْمٌت ؼٌران   عُصَ  

Bp: Base pair.   أساسزوج 

cDNA: Complementary DNA. الدنا المتمم 

CL: Cutaneous leishmaniasis.داء اللٌشمانٌات الجلدي 

CR: Cell receptor. مستقبلة خلٌة  

CPG-ODN: cytosine phosohate guanosine oligodeoxy nucleotide. 

CPA: Cysteine proteinase A. بروتٌناز السٌستئٌن ا 

DC: dendritic cell. خلٌة تؽصنٌة 

DTH: Delayed type Hypersensitivity. سِ منَ النَّمَطِ الآجِل  فَرْطُ التَّحَسُّ

dhfr-ts: dihydrofolate reductase thymidylate synthase. مختزلة الثنائً هٌدرو الثٌمٌدلات

  سنثاز

DNA: Deoxyribonucleic acid. الحمض الرٌبً النووي منقوص الأوكسجٌن 

DTT: Dithiothreitol. 

dNTP: Deoxynucleotide. 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 

FML: Fucose mannose ligand. لجٌن مانوز فوكوز   

GDP-mannose: Guanosine diphosphate mannose. ثنائً فسفات ؼوانوزٌن المانوز 

Gp63: Leishmania surface protease. ًبروتٌاز اللٌشمانٌة السطح 
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GIPLS: Glycoinositol phospholipids. 

GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

HSV-1: Herpes simplex virus 1.  ٔالفٌروسة الحلئٌة البسٌطة  

HaspB1: Hydrophilic acylated surface protein B1. 

H2A: Histone 2A.  هٌستون 

H2B: Histone 2B. 

H3: Histone 3. 

H4: Histone 4. 

HCL: Hydrochloric acid. ء حمض كلور الما  

HRP: Horseradish peroxidase. بٌروكسٌداز فجل الخٌل    

IL-12: Interleukine 12. ٕٔإنترلوكٌن   

IL-18: Interleukine 18. 1ٔإنترلوكٌن    

IL-4: Interleukine 4.   ٗإنترلوكٌن  

IL-5: Interleukine 5.   ٘إنترلوكٌن 

IL-10: Interleukine 10.   ٓٔإنترلوكٌن  

IFN-γ: Interferon-γ. ترفٌون ؼاما إن  

IL-6: Interleukine 6.   ٙإنترلوكٌن 

IgG: Immunoglobulin Gamma. ؼلوبولٌن مناعً ؼاما  

KMP11: kinetoplastid protein  

Kb: Kilo base. كٌلو قاعدة 

KLM: killed Leishmania major. لٌشمانٌة كبٌرة مقتولة 

kcal: kilo calorie. كٌلو كالوري 
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KCl: Potassium chloride. كلورٌد البوتاسٌوم 

LPG: lipophosphoglycan.ًفوسفوؼلٌكان الشحم 

L. major: Leishmania major. اللٌشمانٌة الكبٌرة     

L. tropica: Leishmania tropica. اللٌشمانٌة المدارٌة 

L. aethiopic: Leishmania aethiopic. اللٌشمانٌة الأثٌوبٌة 

L. infantum: Leishmania infantum. للٌشمانٌة الطفلٌة ا  

L. venzuelensis: Leishmania venzuelensis. اللٌشمانٌة الفنزوٌلٌة 

L. pifanoi: Leishmania pifanoi. ة ٌِّ   اللٌشمانٌة البفانو

L. braziliensis: Leishmania braziliensis.اللٌشمانٌة البرازٌلٌة 

L. panamensis: Leishmania panamensis. ٌّةاللٌشمانٌة البنام  

L. guyanensis: Leishmania guyanensis. ٌّانٌة  اللٌشمانٌة الؽ

L. peruviana: Leishmania peruviana. ٌّة  اللٌشمانٌة البٌروف

L. amazonensis: Leishmania amazonensis. اللٌشمانٌة الأمازونٌة 

L. donovani: Leishmania donovani. اللٌشمانٌة الدونوفانٌة 

L. chagasi: Leishmania chagasi.   اللٌشمانٌة الشاؼاسٌة  

LZ: Leishmanization. اللشمنة 

LST: leishmanin skin test. اختبار اللٌشمانٌة الجلدي 

Lag: Leishmania donovani promastigote membrane antigens. 

LACK: Leishmania homolog of receptors for Activated C Kinase. 

LmSTI1: L. major homolog of the eukaryotic stress-inducible 

protein-1 

Leish-111f: Leishmania-derived recombinant polyprotein. 
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 LeIF: elongation initiation factor. 

LB: Luria-Bertani. 

MCL: Mucocutaneous leishmaniasis.  ّالجِلْدِي ًُّ اتِ المُخاطِ ٌَّ شْمانِ  داءُ اللٌِّ

mRNA: Messanger Ribonucleic acid. الحمض الرٌبً النووي المرسال 

MIP-1b: macrophage inflammatory protein1b.  ًبروتٌن بلعمً التهاب 

Mac-1: macrophage-1 antigen. ٔمستضد بلعمً   

MHC: Major histocompatibility complex. معقد التوافق النسٌجً الكبٌر   

MHC-I: Major histocompatibility complex type I. ٔمعقد التوافق النسٌجً الكبٌر نمط     

MHCII: Major histocompatibility complex typeII. ٕمعقد التوافق النسٌجً الكبٌر نمط   

MISA: Montanide ISA 720. 

MPL-SE: monophosphoryl lipid MPL – squalene. 

mM: Millimolar.مٌللً مول 

M: Molar.مول 

MgCl2: Magnesium chloride. كلورٌد المؽنزٌوم 

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate. ًِّ نوُكلٌوتٌدِ   فسُْفاتُ ثُنائِ

 الأدَِنٌنِ و النٌِكُوتٌنامٌِد

NO: Nitric Oxide. أكسٌد النترٌك 

non-PC: non-phosphatidylcholine.  

NH36: Nucleoside hydrolase 36. ٌٖٙد هٌدرولاز نوكلٌوز  

ORF: open reading frame. 

PCR: Polymerase chain reaction.    للبولٌمٌراز تفاعل التسلسلًال

PGCs: polycistronic gene clusters. عناقٌد متعددة الجٌنات 
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PKDL: post Kala-azar dermal leishmaniasis. اتِ الجِلْديُّ التَّالً للكلازار ٌَّ شْمانِ  داءُ اللٌِّ

PSA-2: Leishmania promastigote surface antigen-2.  المستضد السطحً لمشٌقات

  اللٌشمانٌة

Ppgs: proteophosphoglycan.بروتٌوفسفوؼلٌكان 

PS CpG: nuclease-resistant phosphorothioate CpG 

oligodeoxynucleotides. 

PO CpG: nuclease-sensitive phosphodiester CpG ODNs 

PSA2: Leishmania promastigote surface antigen-2. 

PBS: Phosphate-buffered saline. دارئة فسفات ملحٌة 

ROS: reactive oxygen species. 

SAP: secreted acid phosphatase. أنزٌم فسفاتاز الحمضٌة المفرز 

SAS: Splice acceptor Site. موقع متقبّل التضفٌر 

SL: Spliced leader.قٌادي التضفٌر 

SEAgs: Leishmania major culture-derived soluble exogenous. 

sLAg: soluble Leishmania major antigen. مستضد ذواب للٌشمانٌة الكبٌرة 

SV40: Simian virus 40.  ٓٗالفٌروس القردي  

SP15: salivary protein 15.   ٘ٔبروتٌن لعابً 

SDS: sodium dodecyl sulfate. سلفات دودٌسٌل الصودٌوم 

ssDNA: single-stranded DNA. دنا وحٌد الطاق 

TNFα: Tumor necrosis factor alpha. عامل نخر الورم ألفا 

TGF-β: Transforming growth factor beta. عامل نمو محول بٌتا 

TCR: T cell receptor. الخلاٌا التائٌة مستقبلة  

Treg: Regulatory T cell.الخلٌة التائٌة المنظمة 

http://applications.emro.who.int/UMD-Joomla/Search%20Engine/Forms/AdvancedSearch.aspx?Text=%D8%AF%D8%A7%D8%A1%D9%8F%20%D8%A7%D9%84%D9%84%D9%91%D9%90%D9%8A%D8%B4%D9%92%D9%85%D8%A7%D9%86%D9%90%D9%8A%D9%91%D9%8E%D8%A7%D8%AA%D9%90%20%D8%A7%D9%84%D8%AC%D9%90%D9%84%D9%92%D8%AF%D9%8A%D9%91%D9%8F%20%D8%A7%D9%84%D8%AA%D9%91%D9%8E%D8%A7%D9%84%D9%8A%20%D9%84%D9%84%D9%83%D9%84%D8%A7%D8%B2%D8%A7%D8%B1&SearchLanguage=d1841d4f-cda5-49eb-b2e3-bb1560e2d295
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TSA: thiol specific antioxidant. 

TLR: Toll like receptor. 

Th1: T helper cells type 1. ٔخلاٌا تائٌة مساعدة نمط   

Th2: T helper cells type 2.  ٕخلاٌا تائٌة مساعدة نمط  

TE: Tris EDTA.  

TRYP: Tryparedoxin peroxidase.  

TBE: Tris Borate EDTA 

TMB: 3, 3’, 5, 5’-Tetramethylbenzidine. 

UV: Ultra violet. ًفوق بنفسج 

VL: Visceral leishaniasis.داء اللٌشمانٌات الحشوي 

VE: Vaccine efficacy. نجاعة اللقاح 

WHO: World Health Organization. منظمة الصحة العالمٌة 

ولٌتر مكل: مٌكر . 

 

 

 

 

 

 

 

 



ٔ7 
 

I- المقدمة   Introduction 

بؤنهاااا مجموعاااة مااان الآفاااات التاااً  Leishmaniasisتعااارؾ أدواء اللٌشااامانٌات 

لاً اتصٌب الجلد والأؼشٌة المخاطٌة والأحشاء وتساببها طفٌلٌاات مان شاعبة الحٌواناات الأو

protozoa  من جنس اللٌشامانٌةLeishmaniaلإنساان . تنتقال طفٌلٌاات اللٌشامانٌة إلاى ا

، وهاو شاكل Promastigote. ٌمتلاك الطفٌلاً شاكلان المشاٌقة (ٔ)الرمال بواسطة ذباباة 

خااارج خلااوي ٌتضاااعؾ فااً المعااً المتوسااط للناقاال وفااً الأوساااط الزرعٌااة، واللٌشاامانة 

amastigote  وهو شكل داخل خلوي ٌعٌش وٌتضاعؾ ضمن بالعات العدٌد من الثادٌٌات

ً ملٌااون شااخص فااً العااالم فاا ٕٔ. ٌصااٌب داء اللٌشاامانٌات حااوالً (ٕ)بمااا فٌهااا الإنسااان 

ألاؾ مانهم. تساجل ساانوٌاً  ٓ٘المنااطق المدارٌاة وتحات المدارٌاة، وٌاإدي سانوٌاً إلاى ماوت 

 ٘,ٔملٌاون إصاابة باداء اللٌشامانٌات الحشاوي و ٘,ٓملٌون حالة سرٌرٌة جدٌادة،  ٕحوالً 

 . (ٖ)ملٌون إصابة بداء اللٌشمانٌات الجلدي 

تتراوح شدة الإصابة بداء اللٌشمانٌات بٌن آفات جلدٌة سلٌمة العواقب إلى عداوى 

جهازٌة خطرة وقاتلة. ترتبط مقاومة المضٌؾ للعدوى باستجابة مناعٌة من نمط الخلاٌا 

تإدي إلى تفعٌل البالعات وقتل الطفٌلٌات بداخلها بآلٌة تعتمد على  Th1التائٌة المساعدة 

ك. بٌنما ٌرتبط تطور العدوى عادة باستجابة مناعٌة من نمط الخلاٌا تشكٌل أوكسٌد النترٌ

 . (ٗ)تإدي إلى تفعٌل المناعة الخلطٌة  Th2التائٌة المساعدة 

ٌعتمد ضبط العدوى حالٌاً على المعالجة الكٌمٌائٌة للمصابٌن، لها مساوئ عدٌدة 

فهً سامة وباهظة الثمن وترتبط مع معدلات نكس ومقاومة عالٌة، ومكافحة الناقل أو 

المستودع وهو أمر صعب التحقٌق عملٌاً فً البلدان الفقٌرة أو النامٌة بسبب التكلفة الباهظة 

رار والمتابعة. وبالتالً ٌعتبر التلقٌح الأمل الأفضل لمكافحة كافة أشكال وعدم إمكانٌة الاستم

المرض وٌشكل تطوٌر لقاح مضاد للٌشمانٌة آمن وناجع ومنخفض التكلفة، أولوٌة صحٌة 

 . (ٗ)عالمٌة هامة جداً  

 الخصائص العامة لطفٌلً اللٌشمانٌة -1

 Structure of Leishmaniaبنٌة الطفٌلً  -1-1

 طفٌلٌات اللٌشمانٌة وحٌدات خلٌة حقٌقٌة النواة تحتوي على نواة وجسٌم متقدري
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، ٌحوي منشؤ الحركة kinetoplastوحٌد وعضٌات داخل خلوٌة تتضمن منشؤ الحركة  

ن . تمتلك طفٌلٌات اللٌشمانٌة شكلٌ (٘)Flagella ، والسوط بدوره على الدنا المتقدري

 مختلفٌن اللٌشمانات والمشٌقات.

  Amastigoteشكل اللٌشمانة  -1-1-1

فً خلاٌا الجملة الشبكٌة البطانٌة  وجدشكل دائري إلى بٌضوي ٌ  

reticuloendothelial cells لإنسان. ٌظهر تلوٌن اللٌشمانات عند الثدٌٌات بما فٌها ا

ٌتلون  kinetoplastبملون ؼٌمزا وجود نواة كبٌرة بلون بنفسجً ؼامق، ومنشؤ الحركة 

باللون البنفسجً وٌؤخذ شكل نقطة كبٌرة. ٌربط خٌط دقٌق منشؤ الحركة بالجسٌم نظٌر 

ٌمتد باتجاه  axonemeالذي ٌنشؤ منه خٌط محوري  dot-like basal bodyالقاعدي

  .(ٙ)مٌكرون  ٙ-ٕلناحٌة الأمامٌة للطفٌلً. تتراوح الأبعاد مابٌن ا

 أ

 ب

 

لبنٌة التفصٌلٌة للٌشمانات )أ( وشكلها النموذجً فً البالعات )ب(، ضمن لطاخة لخزعة . ا1الشكل 

مأخوذة من إصابة جلدٌة باللٌشمانٌة المدارٌة، بعد تلوٌنها بملون غٌمزا حٌث ٌشٌر السهم إلى أحد 

 (7)ن الشكل )أ( مقتبس م الأشكال غٌر المتحركة النموذجٌة التً تمتاز بوجود النواة ومنشأ الحركة.

 .(8)الشكل )ب( مقتبس من 

   Promastigote ةالمشٌق شكل -1-1-2

 الرملفً المستنبتات الزرعٌة وذبابة  وجودتمتاز المشٌقات بكونها أشكال متطاولة ت
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 ج ب أ

، وشكلها النموذجً فً مستنبت زرعً بعد تلوٌنها بملون (9). البنٌة التفصٌلٌة للمشٌقات )أ(2الشكل

 . (11)وتجمعها لتشكل الشكل الوردي )ج( (9))ب( غٌمزا

مكرون طولاً. تمتلك هذه  20-15مكرون عرضاً و 3.5-1.5وتتراوح أبعادها بٌن 

مكرون ٌسمح لها  28-15سوطُاً حراً وحٌدٌاً بطول  ٕالأشكال، كما ٌوضح الشكل 

بالحركة. تتجمع الأشكال المتحركة الهرمة مع بعضها لتإلؾ الشكل الوردي وٌسمى 

Rosette (ٙ). 

   Taxonomy of Leishmaniaتصنٌف الطفٌلً  -1-2

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .(12) 2010. تصنٌف أنواع اللٌشمانٌة وفقاً لمنظمة الصحة العالمٌة 3الشكل 
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 . (13). أنواع طفٌلٌات جنس اللٌشمانٌة والمتلازمات السرٌرٌة الرئٌسة التً تسببها1الجدول

   لداء اللٌشمانٌة الأشكال السرٌرٌة SPECIESالأنواع الطفٌلٌة 

 Complex L. major معقد اللٌشمانٌة الكبرى 

 L. majorاللٌشمانٌة الكبرى 

 Complex L. tropica معقد اللٌشمانٌة المدارٌة 

 L. tropicaلمدارٌة اللٌشمانٌة ا

 Complex L. aeThiopica معقد اللٌشمانٌة الأثٌوبٌة 

 L. aeTHiopicaاللٌشمانٌة الأثٌوبٌة 

 L. infantumاللٌشمانٌة الطفلٌة 

 فً العالم القدٌم  الداء اللٌشمانٌات الجلدي

 

 

 

 

 

  L .mexicana Complex معقد اللٌشمانٌة المكسٌكٌة 

   L . mexicana اللٌشمانٌة المكسٌكٌة

 L. amazonensis اللٌشمانٌة الأمازونٌة 

   L. venzuelensis اللٌشمانٌة الفنزوٌلٌة

   L. pifanoiاللٌشمانٌة البٌفانوٌة

 L. braziliensis Complexمعقد اللٌشمانٌة البرازٌلٌة 

   L. braziliensis اللٌشمانٌة البرازٌلٌة

 L. panamensis     اللٌشمانٌة البانامٌة

 L. guyanensis ٌشمانٌة الؽانٌة  الل

  L. Peruvianaاللٌشمانٌة البٌروفٌة

 فً العالم الجدٌد  -

   L. aethiopica اللٌشمانٌة الأثٌوبٌة

   L. amazonensis اللٌشمانٌة الأمازونٌة

 فً العالم القدٌم داء لٌشمانٌات جلدي منتشر 

 فً العالم الجدٌد  -

 داء لٌشمانٌات جلدي ناكس  L. tropica اللٌشمانٌة المدارٌة

 داء لٌشمانٌات جلدي تالً للكالاآزار  - L. infantum اللٌشمانٌة الطفلٌة

  L. aethioicaاللٌشمانٌة الاثٌوبٌة )حالات استثنائٌة( 

 L. braziliensis Complexمعقد اللٌشمانٌة البرازٌلٌة 

 فً العالم القدٌم ً داء لٌشمانٌات جلدي مخاط

 الجدٌد فً العالم  -

  L. donovani Complex معقد اللٌشمانٌة الدونوفانٌة

   L. donovani اللٌشمانٌة الدونوفانٌة

   L. infantumالٌشمانٌة الطفلٌة

  L. chagasiاللٌشمانٌة الشاؼاسٌة

 فً العالم القدٌم  داء لٌشمانٌات حشوي

 
 
 
 
 فً العالم الجدٌد  -
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،  Leishmaniaٌات إلى جنس اللٌشمانٌة تنتمً الأنواع المختلفة من هذه الطفٌل

، رتبة ذوات منشؤ الحركة Trypanosomatidaeفصٌلة المثقبٌات 

Kinetoplastida صؾ السوائط الحٌوانٌة ،Zoomastigophora تحت شعبة ،

، تحت Sarcomastigophora، شعبة السوائط اللحمٌة Mastigophoraالسوائط 

 وٌبٌن (ٔٔ) Protista، مملكة الأولانٌات Protozoaمملكة وحٌدات الخلٌة )الأوالً( 

 .التصنٌؾ السابق ٖالشكل 

  Vectorالعامل الناقل  -1-3

، الناقل الرئٌسً لطفٌلً اللٌشمانٌة. ٗ، الشكل Sandflyتعد أنثى ذبابة الرمل 

، عائلة البعوضٌات فراشٌة الظهر Dipetraتنتمً هذه الحشرات إلى رتبة ثنائٌات الأجنحة 

Psychodidae تحت عائلة الفواصد ،Phlebotominae     وجنس الفواصد ،

Phlebotomus   وجنسsergentomyia   فً العالم القدٌم،  وجنسLutzomyia 

إلى أن تحت عائلة الفواصد  2000فً عام  Alexanderفً العالم الجدٌد. وقد أشار 

وأن  Lutzomyiaو  Phlebotomusنوعاً تعود إلى جنسً  500تضم ما ٌقارب 

 .(ٗٔ)الإصابة باللٌشمانٌة  % منها فقط لها القدرة على نقل 10

ٌصاب الإنسان بداء اللٌشمانٌة نتٌجة لدؼة أنثى ذبابة الرمل التً لا تنشط فً ضوء 

تتؽذى ذبابة الرمل  .(٘ٔ)بل تنشط فً المساء حٌث تبدأ باللدغ بعد ؼروب الشمس  النهار 

على دم أثوٌاء من ذوات الدم البارد والحار مثل الإنسان والقطط والكلاب والقوارض 

والماشٌة والخفافٌش والطٌور والسحالً. تؤخذ ذبابة الرمل طفٌلٌات اللٌشمانٌة مع الدم 

 .(٘ٔ)أٌام    ٓٔ-7وٌتطور عندها الطفٌلً، وتصبح بالتالً قادرة على نقل الطفٌلً بعد 

بالإضافة لدورها كعامل ناقل فً دورة حٌاة الطفٌلً ٌعتقد بؤنها تلعب دوراً فً 

الإمراضٌة للداء، حٌث ٌتم خلال حقن الطفٌلً، حقن مكونات الؽدة اللعابٌة لأنثى  الآلٌة

الذبابة ضمن المجرى الدموي والتً وجد أن لها تؤثٌرات مضادة للتخثر وموسعة للأوعٌة 

الدموٌة ومضادة لتجمع الصفٌحات ومعدلة للمناعة ومضادة للإلتهاب وبالتالً ٌعتقد أن هذه 

 .(ٙٔ)فً إمراضٌة داء اللٌشمانٌة  اً مهم اً التؤثٌرات تلعب دور
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 ب أ

 .(18)اخلها)ب( ورسم توضٌحً لها لدورة حٌاة الطفٌلً د (17). )أ( صورة لذبابة الرمل4الشكل 

 

 Reservorالمستودع  -1-4

تعد القوارض والكلاب أهم مستودعات طفٌلٌات اللٌشمانٌة التً تصٌب الإنسان. 

وٌمكن التمٌٌز بٌن نوعٌن من الحٌوانات التً تلعب دور المستودعات: الحٌوانات الأهلٌة 

 وتوجد بالقرب من المنازل المؤهولة بالسكان والحٌوانات البرٌة. هذا وٌمكننا التمٌٌز من

 الناحٌة الوبائٌة بٌن ثلاث أنواع من البإر: 

، دور Rodentsبإر أولٌة: تلعب فٌها الحٌوانات البرٌة، كالكلبٌات والقوارض  -

المستودع الرئٌس  Psammomys obesusالمستودع حٌث ٌعتبر فؤر الرمل السمٌن 

. تنتشرهذه البإر فً الشرق الأوسط (ٙ)فً الشرق الأوسط  L.majorللٌشمانٌة الكبرى

وأواسط آسٌا وبعض مناطق أمرٌكا اللاتٌنٌة. تنتشرالإصابات فً هذه المناطق عند 

 . (1ٔ)الحٌوانات فقط ولا نجد سوى بعض الإصابات الفردٌة بٌن السكان

بإر ثانوٌة: تلعب فٌها الكلاب دور المستودع حٌث تُعد الكلاب، إضافة إلى كل من  -

الرئٌس لأنواع اللٌشمانٌة المسببة لداء اللٌشمانٌة الحشوي فً  الثعالب والذئاب، الخازن

 . (ٙ)منطقة البحر المتوسط 

بإر ثالثٌة: ٌلعب فٌهاالإنسان دور المستودع الرئٌس للطفٌلً.  أكثر الطفٌلٌات شٌوعاً فً  -

 .(ٙ) L.tropicaهذه البإرهً  طفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة  
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 دورة حٌاة الطفٌلً -1-5

تضم دورة حٌاة طفٌلً اللٌشمانٌة اللٌشمانات التً تتطفل على المضٌؾ الفقاري 

والمشٌقات التً تتطفل على المضٌؾ اللافقاري أي ذبابة الرمل. تبدأ دورة حٌاة الطفٌلً 

شمانٌة عندما تلدغ ذبابة الرمل إنساناً مصاباً أو أحد الحٌوانات الثدٌٌة المصابة بداء اللٌ

م  فإنها  ٘وٌوضح الشكل  دورة حٌاة هذه الطفٌلٌات. بما أن الحشرة الناقلة تتؽذى على الدَّ

الحاوٌة على  Macrophagesوالبالعات  monocytesتبتلع الكرٌات البٌض الوحٌدة 

 الطفٌلٌات. 

تخرج اللٌشمانات من الخلاٌا البالعة فً المعً المتوسط  لذبابة الرمل، وتتحول 

دة ساعات إلى مشٌقات. تلتصق المشٌقات بجدار المعً وتتضاعؾ بالانشطار خلال ع

ر الخٌط  الثنائً الطولً، هذا ولا ٌنقسم السوط إلى سوطٌن بل ٌنشؤ سوط آخر ٌنجم عن تطوُّ

 (ٕٓ)المحوري الناتج من منشؤ الحركة، حٌث ٌنمو باتجاه الخارج معطٌاً سوطاً جدٌداً 

ه ثمَّ تصل فً الٌوم  5-4. تهاجر المشٌقات إلى البلعوم الأمامً للفاصدة، بعد (ٕٔ) أٌام فتسدُّ

 السابع إلى الخرطوم وتسده أٌضؤ وبالتالً تمتلك ذبابة الرمل عندئذٍ قدرتها على الإخماج. 

ٌترافق تناول الذبابة لوجبة أخرى من الدم، عند قٌامها بلدغ إنسان ؼٌر مصاب، مع 

ٌَّإها ف  metacyclicً مكان الوخز مما ٌإدي إلى انطلاق المشٌقات المعدٌة تق

promastigotes  إلى الجرح الناجم عن اللدغ ودخولها إلى الأنسجة الأمر الذي ٌإدي

إلى موت أعداد كبٌرة منها نتٌجة لاحتواء سوائل أنسجة الجسم على مواد حالِّة للخلاٌا. كما 

ل المشٌقات داخل تتم بلعمة المشٌقات الأخرى من قبل  الخلاٌا البالعة فً جلد الثوي. تتحوَّ

البالعات إلى أشكال ؼٌر متحركة تتكاثرضمنها حتَّى تصل إلى أعداد كبٌرة مما ٌإدي إلى 

انفجار البالعات وتحرر المشٌقات منها وبلعمتها من قبل بالعات أخرى وبالتالً إصابة هذه 

 . (ٕٔ) (ٕٓ)البالعات وهكذا

تمتاز الأنواع المختلفة للطفٌلٌات بدرجات مختلفة من الإلفة للأعضاء المختلفة من 

جسم الإنسان. ففً حٌن تبقى طفٌلٌات بعض الأنواع فً الجلد مسببة إصابات جلدٌة، تهاجر 

 .(ٕٔ) (ٕٓ)طفٌلٌات أنواع أخرى إلى الأحشاء مسببة إصابات حشوٌة
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 .(21).  دورة حٌاة طفٌلٌات اللٌشمانٌة 5الشكل 

ٌحدث فً داء اللٌشمانٌات الجلدي تكاثر موضعً فقط للطفٌلٌات حٌث تقتصر 

ٌِّة البطانٌة فً الجلد. مالإصابات باللٌشمانٌة المدارٌة وال كسٌكٌة على إصابة الخلاٌا الشبك

ا فً الداء الحشوي  تشفى الإصابات الجلدٌة عادة من تلقاء نفسها دون الحاجة لأي علاج. أمَّ

مخاطً فتنتشر الطفٌلٌات من الجلد، عبرالدم، لتؽزو مناطق أخرى من الجسم والجلدي ال

حٌث تنتقل طفٌلٌات اللٌشمانٌة البرازٌلٌة مثلاً بعد ؼزوها الخلاٌا الشبكٌة البطانٌة فً الجلد 

هات خطٌرة ٌمكن أن تإدي إلى  إلى الأؼشٌة المخاطٌة للأنؾ والفم والبلعوم مإدٌة إلى تشوُّ

 .(ٕٔ) (ٕٓ)موت المرٌض

 لوجٌا المرضٌة والوبائٌات والفٌزٌ -2

 انتشار داء اللٌشمانٌة  -2-1

ملٌون شخص  ٖٓ٘دولة حٌث ٌوجد أكثر من  11داء اللٌشمانٌة مرض متوطن فً  

معرضٌن لخطر الإصابة. تقدر إحصاءات منظمة الصحة العالمٌة حدوث ملٌونً حالة 

ملٌون إصابة بداء  ٘,ٔو ملٌون إصابة بداء اللٌشمانٌة الحشوي ٘,ٓإصابة كل عام، 

ملٌون حالة سنوٌا أي بمعدل إصابة  ٘,ٓاللٌشمانٌة الجلدي. ٌسبب داء اللٌشمانٌة الحشوي 
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ٌفوق ما تسببه بقٌة الأمراض الطفٌلٌة الأخرى وٌفوقه فً ذلك داء الملارٌا. فً الحقٌقة 

 . (ٕٕ)فً المرتبة التاسعة عالمٌا بٌن الأمراض المعدٌة  اتٌصنؾ داء اللٌشمانٌ

دول  ٙ% من حالات داء اللٌشمانٌة الحشوٌة فً العالم فً 1ٓتحدث أكثر من 

تشمل الهند، وبنؽلادش، السودان، وجنوب السودان، وأثٌوبٌا، والبرازٌل. ٌمتاز داء 

نتشار أوسع وتحدث ثلث الحالات فً أمرٌكا، وحوض البحر الأبٌض االلٌشمانٌات الجلدي ب

المتوسط، وآسٌا الؽربٌة: من الشرق الأوسط إلى آسٌا المركزٌة. ٌسجل فً عشرة بلدان فقط 

تشمل هذه البلدان كل من أفؽانستان، والجزائر، ومن الإصابة الجلدٌة العدد الأكبر 

، وأثٌوبٌا، وجنوب السودان، وكوستارٌكا، والبٌرو. ةوكولومبٌا، والبرازٌل، وإٌران، وسورٌ

% من الحالات 7٘-7ٓوتشكل حالات داء اللٌشمانٌات الجلدي المشخصة فٌها ماٌقارب 

 .(ٖٕ)المشخصة فً العالم 

من المشكلات الصحٌة الهامة فً القطر وخاصة فً  اتأصبح داء اللٌشمانٌ

السنوات الأخٌرة حٌث شهد القطر ارتفاعاً كبٌراً بعدد الإصابات المسجلة فً عدة محافظات 

مثل دمشق ورٌفها، حلب، وإدلب، والرقة، وحمص، وحماة، والحسكة، والساحل السوري. 

إصابة  111ٕٔوسجلت  ٖٕٓٓات إلى ذروته عام فً الحقٌقة، بعد أن وصل عدد الإصاب

ثم ما لبث أن عاد للإرتفاع لٌسجل أكبر عدد من  7ٕٓٓإصابة عام  77ٓ1ٔتراجع إلى 

إصابة مما ٌستدعً قرع جرس الإنذار حٌث  1ٔ٘ٙ٘حٌث بلػ  ٕٔٔٓالإصابات عام 

 .(ٕٔ)فً مقدمة دول شرق المتوسط التً تعانً من انتشار اللٌشمانٌة  ةأصبحت سورٌ

 اتالتظاهرات السرٌرٌة لداء اللٌشمانٌ  -2-2

 Cutaneous leishmaniasis (CLداء اللٌشمانٌات الجلدي ) -2-2-1

 L.tropicaصابة باللٌشمانٌة المدراٌة عن الإداء اللٌشمانٌات الجلدي  ٌنجم

فً العالم القدٌم،  L. majorواللٌشمانٌة الكبرى  L. aethiopicaواللٌشمانٌة الأثٌوبٌة 

 .Lواللٌشمانٌة البرازٌلٌة   L. Mexicanaوعن الإصابة باللٌشمانٌة المكسٌكٌة 

braziliensis  واللٌشمانٌة الؽوانٌةL. guyanensis زونٌة واللٌشمانٌة الأما L. 

amazonensis ًفً العالم الحدٌث. تشكل اللٌشمانٌة الجلدٌة الشكل الأكثر شٌوعاً ف

% من الحالات المسجلة. ٌمكن للداء الجلدي أن 7٘-7ٓالعالم لداء اللٌشمانٌة حٌث ٌمثل 

 .(ٕٔ)ٌكون صعب العلاج وأن ٌستمر لفترة طوٌلة 
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ٌتمٌز داء اللٌشمانٌات الجلدي بآفات جلدٌة تقرحٌة تحتوي العدٌد من الطفٌلٌات 

. تتوضع الآفات على (ٕٔ)لمظاهر السرٌرٌة للداء باختلاؾ الأنواع المسببة اوتتفاوت 

المناطق المكشوفة من الجلد كالوجه والٌدٌن والساعدٌن والساقٌن والقدمٌن، وٌرتبط 

. تبدأ الآفة بحطاطة صؽٌرة (ٕٗ)توضعها بتقالٌد اللباس فً المنطقة التً ٌنتشر فٌها الطفٌلً

توسع لتشكل قرحة ذات حواؾ صلبة محمرة. ٌمكن حاكة قلٌلاً تظهر مكان لدؼة الذبابة ثم ت

أن تبقى هذه الآفة جافة نسبٌاً مع قشرة مركزٌة وتدعى بالشكل الجاؾ وتنجم عن الإصابة 

، أو قد تكون الآفة نازة لمواد قٌحٌة وتدعى بالشكل الرطب L.tropicaباللٌشمانٌة المدارٌة

  .(ٕ٘) L. majorوتنجم عن الإصابة باللٌشمانٌة الكبرى   

 

 

 

 

 

 

 . (26). انتشار داء اللٌشمانٌات الجلدي فً العالم6الشكل 

 Visceral leishaniasis (VLداء اللٌشمانٌات الحشوي ) -2-2-2

الدونوفانٌة وٌنجم عن الإصابة باللٌشمانٌة  Kala-azarٌعرؾ أٌضا بداء كالازار 

L.donovani  واللٌشمانٌة الطفلٌةL. infantum  فً العالم القدٌم، وعن الإصابة

فً العالم الحدٌث. تفضل هذه الطفٌلٌات مهاجمة  L. chagasiباللٌشمانٌة الشاؼاسٌة 

 فً الطحال والكبد ونقً العظام. وجودالبالعات الموجودة فً الأحشاء وعادة ما ت

ى منخفضة طوٌلة الأمد، وانخفاض فً الوزن، وضخامة ٌعانً المصابون من حم

فً الكبد والطحال، وٌترافق ذلك مع انخفاض شامل بعدد الكرٌات وفرط ؼاماؼلوبولٌن 

 المناطق المتوطنة
 إصابات موثقة مسبقاً 

 لا توجد إصابات عند سكان المنطقة

 ات فٌهالم ٌتم تقٌٌم الاصاب
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. ٌمكن أن تظهر عند بعض (ٕٔ)الدم. تإدي الحالات ؼٌر المعالجة إلى الموت حتماً 

 الأشخاص أعراض اصطلح على تسمٌتها داء اللٌشمانٌات الجلدي التالً لداء كالازار

PKDL  post Kala-azar dermal leishmaniosis  حٌث ٌظهر بعد الشفاء من

ر لتشمل مناطق واسعة داء اللٌشمانٌات الحشوي بعدة سنوات طفح جلدي، وحطاطات تنتش

 .(7ٕ)من الجسم 

 Mucocutaneous leishmaniasisداء اللٌشمانٌات الجلدي المخاطً  -2-2-3

(MCL) 

 Americanٌعرؾ بؤسماء مختلفة مثل داء اللٌشمانٌات الأمرٌكً 

Leishmaniasis أو قرحة شٌكلرو ،Chiclero ulcer ٌنجم فً العالم الحدٌث عن .

 .Lة البانامٌة واللٌشمانٌ L.brazileinsisالإصابة باللٌشمانٌة البرازٌلٌة 

panamensis ٌمكن لهذه الطفٌلٌات أن تنتشر عبر المجرى الدموي أو اللمفاوي لتصل .

% من الحالات فً 1ٓإلى الأنسجة المخاطٌة فً الفم والجهاز التنفسً العلوي. تحدث 

 .(ٕٔ)بولٌفٌا، والبرازٌل، والبٌرو 

ٌمكن أن ٌظهر داء اللٌشمانٌات المخاطً الجلدي بعد فترة تتراوح بٌن عدة  أشهر 

إلى عدة سنوات من ظهور وتطور الآفات الجلدٌة ، وبالتالً تعكس الإصابة تطور مزمن 

زال الآلٌة الإمراضٌة ؼٌر واضحة تماماً لآفة جلدٌة لم تشؾ بالشكل المطلوب. هذا ولات

وٌعتقد أن تلعب العوامل الوراثٌة دوراً مهماً فً تطور المرض. ٌتمٌز هذا الداء بتآكل 

الأنسجة الرخوة والؽضروفٌة وقد ٌإدي إهمال المعالجة إلى تشوهات خطٌرة ٌمكن أن 

 .(ٕٔ)تإدي إلى موت المرٌض

 

 ب                     ج                               أ                  

 (28). المظاهر السرٌرٌة لداء اللٌشمانٌة: )أ( الحشوٌة ،)ب( المخاطٌة الجلدٌة ،)ج( الجلدٌة 7الشكل 
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 جٌنوم اللٌشمانٌة -3

 ٌتؤلؾ جٌنوم اللٌشمانٌة من نوعٌن من الدنا : دنا نووي ودنا منشؤ الحركة. 

 الدنا النووي -3-1

زوج أساس  haploid ٖٕ1ٔٙٙ71ٌملك جٌنوم اللٌشمانٌة فً صٌؽته الفردانٌة 

-pseudoكاذبة  جٌن 1ٖللرنا، و جٌن 1ٔٔصبؽً. ٌحوي الجٌنوم  ٖٙمنظمة فً 

genes(1ٕ)معلومة مسإولة عن ترمٌز البروتٌن  جٌن 1ٕ7ٕ، و. 

لكن ٌوجد بعض  diploidإن طفٌلٌات اللٌشمانٌة مضاعفة الصٌؽة الصبؽٌة 

. جٌنوم اللٌشمانٌة ؼنً جداً بؤسس aneuploidالصبؽٌات مختلة الصٌؽة الصبؽٌة 

 . (٘ٔ)% من الأسس ٖٙالسٌتوزٌن والؽوانٌن حٌث تشكل 

ٌتراوح حجمها  صبؽٌاً  ٌٖٙتوزع جٌنوم أنواع جنس اللٌشمانٌة فً العالم القدٌم فً 

 وذلك نتٌجة اً صبؽٌ ٖ٘أو  ٖٗ. أما أنواع العالم الحدٌث فتملك kbٓٓٗ-ٕٓٓما بٌن 

فً أنواع اللٌشمانٌة المكسٌكٌة  ٕٓ+ٖٙوالصبؽٌٌن  1+1ٕلالتحام الصبؽٌٌن 

L.mexicana فً أنواع اللٌشمانٌة البرازٌلٌة  ٖٗ+ٕٓ، والتحام الصبؽٌٌن

L.braziliensis   (ٖٓ) .  

  DNA Transcriptionانتساخ الدنا  -3-1-1

أي  polycistronicجٌناتٌحدث الانتساخ فً اللٌشمانٌة بشكل انتساخ متعدد ال

، وتدعى هذه قطع ٌنتسخ من خلاله بنفس الوقت قطعة كبٌرة من الصبؽً التً تحوي عدة

. (ٖٔ) "PGCs" polycistronic gene clusters جٌناتالقطع عناقٌد متعددة ال

ة المرمزجٌنات تحتوي كل قطعة من قطع الدنا السابقة على عشرات إلى مئات من ال

 للبروتٌن، والتً تكون مصطفة بشكل تسلسلً على نفس طاق الدنا.

لطفٌلٌات  ٔلأول مرة، فً الصبؽً رقم  جٌناتلوحظ هذا التنظٌم ؼٌر الاعتٌادي لل

منظمة فً عنقودٌن متعددي  جٌن 1٘والذي ٌحتوي على  L.majorاللٌشمانٌة الكبرى 

 لصبؽًلطاق السفلً من اموجودة فً ا جٌن ٌٕٖحوي العنقود الأول  PGCsجٌناتال

. ٌتم انتساخ هذٌن الصبؽًموجودة فً الطاق العلوي من  جٌن ٖ٘وٌحوي العنقود الثانً 
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لإعطاء الرنا الرسول  telomereباتجاه القسٌم الطرفً للصبؽً بشكل متباعد العنقودٌن 

mRNA. 

 

الموجودة جٌنات عناقٌد الصبغٌات طفٌلٌات اللٌشمانٌة. ٌشٌر الخط الغامق إلى جٌنات . تنظٌم 8الشكل 

ٌتم انتساخهما بشكل متباعد، جٌنات على عنقودٌن من ال 1. ٌحوي الصبغً 4و 3و 1على الصبغٌات 

 . (32)ٌتم انتساخها بشكل متقارب  جٌنات على عنقودٌن من ال 4و 3وٌحتوي الصبغٌٌن 

واحدة فً النهاٌة  جٌنفٌحتوي العنقود الأول على  ٖللصبؽً رقم  بالنسبةأما 

تنتسخ بعكس اتجاه القسٌم  جٌن ٗٙالٌسرى من الصبؽً تنتسخ باتجاه القسٌم الطرفً، و

فً الاتجاه الأٌمن تنتسخ أٌضاً بعكس اتجاه القسٌم  جٌن 1ٕالطرفً. ٌحتوي العنقود الثانً 

أٌضا  ٗ. وكذلك الأمر ٌشبه تنظٌم الصبؽً رقم متقارب الطرفً لٌكون انتساخهما بشكل

مإلؾ من ، عنقود أٌسر جٌناتمن خلال احتوائه على عنقودٌن من ال ٖتنظٌم الصبؽً رقم 

. وبهذا تنتظم جمٌع 1وذلك كما ٌوضح الشكل  جٌن 1ٙوعنقود أٌمن مإلؾ من  جٌن ٕٓ

 .(ٖٔ) (ٖٓ) PGCsجٌناتالموجودة على الصبؽٌات بشكل عناقٌد متعددي ال جٌناتال

 معالجة الرنا الرسول  -3-1-2

ٌكون الانتساخ فً المثقبٌات من خلال انتساخ لمجموعة من  كما ذكرنا سابقاَ 

لدى أحٌاء ، وذلك بخلاؾ ما ٌحدث جٌناتالتً تجمعت بشكل عناقٌد متعدد الجٌنات ال

بشكل منفصل  جٌنلكل  حقٌقٌات النوى الأخرى التً ٌحدث لدٌها انتساخ

monocistronicٌتم  جٌنات. تحتوي معظم صبؽٌات المثقبٌات على الأقل تجمعٌن لل

. ترمز telomereأو بعكس اتجاه من  telomereنسخهما بشكل متعاكس اما باتجاه 

، الى بروتٌنات لاعلاقة لها مع بعضها ناتجٌ، الموجودة ضمن تجمع الجٌناتبشكل عام ال
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فً البكترٌا  والحبلٌات   operonمن حٌث الوظٌفة وهذا ما ٌختلؾ عن كٌفٌة عمل 

nematodes .حٌث تكون البروتٌنات مرتبطة بالوظٌفة 

، SL ،Spliced leaderٌملك دنا ذوات منشؤ الحركة تسلسلاً لقائد التضفٌر 

نكلٌوتٌد وٌتم انتساخه من  1ٖوالذي ٌتؤلؾ من  mini-exonٌسمى بالإكسون الصؽٌر 

 . (ٖٖ) SL RNA gene جٌن

 

فً اللٌشمانٌة. ٌتألف كل مكرر من  mini-exon geneالإكسون الصغٌر  جٌن. منطقة 9الشكل 

زوج أساس، ومسافة  58-53زوج أساس، وإنترون مصان مكون من  39إكسون مصان مكون من 

زوج أساس ٌختلف طولها بٌن أنواع  341-51زوج أساس  39غٌر منتسخة متغٌرة بشدة مكون من 

 Rme)المشرع الأمامً( و Fmeحدٌث. وٌشٌر السهمان إلى موقع المشارع لٌشمانٌة العالم ال

 .(34))المشرع العكسً( 

الإكسون الصؽٌر وتوجد هذه  جٌننسخة من  ٕٓٓ-ٌٓٓٔحتوي الجٌنوم على 

حٌث ٌتؤلؾ  tandemly repeatالنسخ على كرموزوم واحد بشكل مكررات مصفوفة 

 مناطق رئٌسٌة: ٖكل مكرر من 

 نكلٌوتٌد. 1ٖمنطقة منتسخة مصانة بشكل كبٌر ترمز إكسون ٌتؤلؾ من  -

 زوج أساس.  ٔٓٔ-٘٘كسون مكون من إنترون مصان ولكن بشكل أقل من الإ -

مسافة ؼٌر منتسخة متؽٌرة بشدة ٌختلؾ طولها حسب الجنس والنوع وهً التً ٌتم  -

زوج أساس  ٖٓ٘ٔ-ٔ٘من أجل تشخٌص اللٌشمانٌة، وتتؤلؾ من  PCRتضخٌمها بالـ 

(ٖ٘). 
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ٌنتج الرنا الرسول النووي الناضج من خضوع طلٌعة النسخ الأولٌة إلى عملٌتٌن 

. ٌعكس Poly Aوالتذٌل بواسطة إضافة الأدنٌن  trans-splicingهما التضفٌر الإنتقالً 

 1ٖمإلؾ من  miniexonالتضفٌر الإنتقالً إضافة قلنسوة، عبارة عن إكسون صؽٌر 

من الرنا  5الى النهاٌة ' SL Spliced leaderقالً نٌكلوتٌد ٌسمى بقائد التضفٌر الإنت

وذلك على ؼرار  transesterficationالرسول. ٌحدث التضفٌر بواسطة تفاعلً أسترة 

، ولكن ٌختلفان فً المرحلة الوسطٌة حٌث cis-splicingما ٌحدث فً التضفٌر المقرون 

 بدلا من شكل الحبل الذي ٌنتهً بعروة.  Yٌتم ظهور شكل 

، من ثنائً SAS ،Splice acceptor Siteموقع استقبال التضفٌر ٌتكون 

نٌكلوتٌد مكون من أدنٌن وؼوانٌن مسبوق بعلامة أو مسار من عدٌد البرٌمدٌن ٌقع قبل كل 

وهذا المسار "أو علامة البرٌمدٌن" مسإول أٌضاً عن توجٌه  Upstream صعداً  جٌن

لٌة التضفٌر والتذٌٌل مترابطتان مع بعضها المجاورة. تكون عم جٌنالتذٌٌل بعدٌد الأدنٌن لل

 .(ٖٙ)البعض 

 

، تشمل إضافة القبعة mRNA. عملٌة التضفٌر الانتقالً للحصول على الرنا الرسول الناضج 11الشكل 

 .(35)المتمثلة بقائد التضفٌر، والتذٌٌل بإضافة عدٌد الأدنٌن 

 دنا منشأ الحركة -3-2

-ٓٔوٌشكل  kinetoplastedaٌمثل الدنا المتقدري فً ذوات منشؤ الحركة 

% من الدنا الكلً. ٌكون دنا منشؤ الحركة على شكل شبكة من دنا حلقً متسلسل ٌقسم ٕٓ
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متؽاٌرة.  minicirclesمتجانسة، وحلقات صؽٌرة  maxcircleإلى صفٌن: حلقات كبٌرة 

تقرٌباً، وتتؤلؾ من أجزاء  20kbنسخة بطول  ٓ٘-ٕ٘الكبٌرة بٌن  ٌتراوح عدد الحلقات

متشابهة ذات تركٌب ثابت فً كل أنواع اللٌشمانٌة. ٌبلػ عدد الحلقات الصؽٌرة حوالً 

نسخة تقرٌباً وتتؤلؾ من أجزاء مصانة، وأجزاء متؽٌرة ٌختلؾ تركٌبها بٌن أنواع  10000

 .(7ٖ)تقرٌباً  kb 0.8اللٌشمانٌة وٌبلػ طولها 

 

وفً العضوٌة  الفراغ،( حٌث ٌظهر كٌفٌة تداخل الأقراص فً (I. دنا منشأ الحركة فً الزجاج 11الشكل 

(II وٌظهر كٌفٌة تكدس الأقراص )(38). 

تكون الحلقات الكبٌرة فً الدنا المتقدري مسإولة عن تشفٌر بروتٌنات 

المٌتوكوندرٌا، ؼالباً أنزٌمات تدخل فً الحلقة التنفسٌة للطفٌلً وتسمح بإنتاج الطاقة، وقد 

. أما mRNAأثبت دورها فً تحرٌر ثمالات الٌوراسٌل إلى نكلٌوتٌدات الرنا الرسول 

 .(1ٖ)حلقات الصؽٌرة فترمز الرنا القائد المسإول عن تحرٌر الرنا الرسول ال

لحلقات الصؽٌرة عند طفٌلٌات اللٌشمانٌة سمات تجعلها مسابٌر جزٌئٌة مثالٌة تملك ا

 ٕٓٔبعدد كبٌر من النسخ فً دنا منشؤ الحركة، وتحتوي مجالاً مصاناً بطول  وجودلأنها ت

 . (1ٖ)زوج أساس تقرٌباً موجود فً كل النسخ

 

 .(41). مظهر الحلقات الصغٌرة تحت المجهر الالكترونً 12الشكل 
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 الاستجابة المناعٌة تجاه طفٌلٌات اللٌشمانٌة  -4

 البنٌة المستضدٌة لطفٌلٌات اللٌشمانٌة  -4-1

ٌمكن تفسٌر فوعة طفٌلٌات اللٌشمانٌة بوجود مجموعتٌن من مستضدات الطفٌلً 

وهً المستضدات المفرزة أوالسطحٌة، والمستضدات داخل الخلوٌة. تفرز الطفٌلٌات ضمن 

وجزٌئات أخرى تإثر  (proteases)نزٌمات الحالة للبروتٌن مجموعة من الأالمضٌؾ 

على الجهاز المناعً للمضٌؾ، من خلاٌا وسٌتوكٌنات، مما ٌسهل تطور العدوى. كما تمتلك 

هذه الطفٌلٌات مستضدات داخل خلوٌة ؼٌر مفرزة، بروتٌنات أعضاء فً عائلات بروتٌنٌة 

ة المزمنة التً نلحظها فً داء اللٌشمانٌة. مصانة بشكل كبٌر، تساهم فً الباثولوجٌا المناعٌ

ٌوحً ما سبق أن الجزٌئات السطحٌة والمفرزة قد تكون مهمة فً تؤسٌس العدوى وحماٌة 

الطفٌلً من الاستجابات المناعٌة الأولٌة للمضٌؾ، وٌمكن أن تكون الجزٌئات داخل الخلوٌة 

 .(ٔٗ) phenotypeمسإولة عن النمط الظاهري للمرض 

 ت المفرزة والسطحٌة لطفٌلً اللٌشمانٌةالمستضدا -4-1-1

ٌعتبر التنوع المستضدي للبروتٌنات السطحٌة بٌن أنواع طفٌلٌات اللٌشمانٌة أمراً 

مسلماً به وٌمكن أن ٌعود لتنوع سلالات اللٌشمانٌة المختلفة، وتنوع أنواع ذبابة الرمل، 

نوع الثوي المستودع، وتنوع الجؽرافٌة والبلدان التً ٌنتشر فٌها الطفٌلً، وت عواقموتنوع ال

إلفة الأنواع المختلفة للتوضع فً أعضاء معٌنة من الجسم. وبالتالً تختلؾ المستضدات 

والبنٌة المستضدٌة باختلاؾ أنواع طفٌلٌات اللٌشمانٌة فتكون بعض المستضدات مشتركة 

 .(ٕٗ)بٌن الأنواع المختلفة وبعضها خاصة بؤحد الأنواع أو بتحت أحد الأنواع 

 ومن أهم المستضدات السطحٌة 

  Lipophosphoglican أ. اللٌبوفوسفوغلٌكان

من أهم الجزٌئات السطحٌة وخاصة عند اللٌشمانٌة  LPGٌعتبر اللٌبوفوسفوؼلٌكان   

تظهر هذه الجزٌئات عند . L. donovaniواللٌشمانٌة الدونوفانٌة  L.major الكبرى 

راحل المختلفة من دورة الحٌاة، اختلاؾ بنٌوي الأنواع المختلفة من اللٌشمانٌة، وفً الم

ٌلعب دوراً هاماً جداً فً بقاء وتطور أشكال داء اللٌشمانٌة عند كل من المضٌؾ والناقل 

(ٖٗ). 
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بعد دخول المشٌقٌات إلى المضٌؾ ٌتم استهدافها من قبل جهازه المناعً، وتمثل 

مكونات المصل مثل جهاز المتممة التحدي الأول للطفٌلً بعد وصوله إلى المجرى الدموي. 

شدٌدة الحساسٌة لتؤثٌر المتممة على عكس المشٌقات  procyclicتكون المشٌقات 

metacyclic لانحلال المتواسط بالمتممة. ٌعود هذا الاختلاؾ التً تستطٌع أن تتجنب ا

الملحوظ إلى جزٌئة اللٌبو فوسفو ؼلٌكان المإلفة من وحدات متكررة من ثنائٌات سكرٌد 

ؼلٌكوزٌل فوسفاتٌدٌل  anchorوفوسفات، ترتبط على سطح الطفٌلً بواسطة مثبت 

رتباط وحٌدات مما ٌمنع ا metacyclicأطول فً مشٌقات  LPGاٌنوزٌتول. تكون جزٌئة 

C5b-C9  الخاصة بنظام المتممة وٌحمً هذه المشٌقات من التؤثٌر الحال. هذا ولاٌقتصر

على مقاومة المتممة إنما ٌلعب دوراً أٌضا فً الارتباط بالخلاٌا الظهارٌة فً  LPGدور 

 .(ٔٗ)المعً المتوسط فً ذبابة الرمل والعدٌد من الوظائؾ الأخرى

  Gp63ب. 

كٌلو دالتون ٌوجد لدى معظم  ٖٙسطحً، سائد وزنه الجزٌئً بروتٌن سكري، بروتٌاز 

 ٓٔأنواع اللٌشمانٌة. ٌعتبر من أكثر البروتٌنات وفرة على سطح الطفٌلً، لكنه أقل ب 

. ٌلعب هذا البروتٌن دوراً فً آلٌات انتشار الطفٌلً والهروب من LPGأضعاؾ من 

 المناعة.

 ـ ح الطفٌلٌات تحت ؼطاء الهذا البروتٌن فً الشكل المشٌقً على سط وجودٌ

LPG  ولوحظ أنه ٌلعب دوراً فً تكاثر مشٌقات اللٌشمانٌة الدونوفانٌة، وفً مقاومة المتممة

إلى مستقبلات الفٌبرونٌكتٌن  Gp63عند اللٌشمانٌة الكبرى والأمازونٌة. ٌحسن ارتباط 

لى تخرٌب دور ببٌتداز داخلً له القدرة ع Gp63دخول الطفٌلً إلى البالعات، وٌلعب 

بشكل مثالً  Gp63الؽلوبولٌنات المناعٌة وعوامل المتممة والبروتٌنات الحالة. ٌعمل 

 .(ٖٗ)، وبالتالً ٌظهر دوره الحال ضمن طور اللٌشمانات ٗبدرجة باهاء 

 غلكواٌنوزٌتول فوسفولٌبٌد GIPLSج. 

بروتٌن منخفض الوزن الجزٌئً تم توصٌفه عند كل من اللٌشمانٌة الكبرى 

واللٌشمانٌة الدونوفانٌة حٌث ٌوجد فً كلا الشكلٌن المشٌقً واللٌشمانً. ٌوجد على سطح 

تحت  وجودٌ Gp63، إلا أنه مثل LPGمرات من  ٓٔالطفٌلً وكمٌته أكبر ب 

 nitric oxideعب دوراً فً حماٌة الطفٌلً لأنه ٌعدل التعبٌر عن أنزٌم . ٌلLPGؼطاء
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synThetase  فً بالعات الخلاٌا الفؤرٌة. توجد اختلافات جوهرٌة فً بنٌة هذا البروتٌن

 .(ٗٗ)بٌن أنواع وسلالات الٌشمانٌة ومراحل تطور هذه الطفٌلٌات 

 GP46/M2/PSA-2د. 

بروتٌن سكري معقد مكون من ثلاثة بولً بٌبتٌدات متمٌزة تتوضع على ؼشاء 

الشكل المشٌقً وتتثبت علٌه بواسطة ؼلٌكواٌنوزٌتول فوسفولٌبٌد. ٌتم التعبٌر عنه فً كافة 

بشكل أكبر فً طور  GP46ٌتم التعبٌر عن أنواع اللٌشمانٌة باستثناء اللٌشمانٌة البرازٌلٌة. 

لٌشمانات مقارنة بمشٌقات اللٌشمانٌة التً تستقر بشكل مبدئً فً المعً المتوسط للجهاز ال

الهضمً لذبابة الرمل. هذا وتستقر أنواع من معقد اللٌشمانٌة البرازٌلٌة فً المعً الخلفً 

للجهاز الهضمً للذبابة مما ٌقترح امتلاك هذا البروتٌن لدور فً توضع الطفٌلً ضمن 

 .(٘ٗ)الناقل 

ومن المستضدات المفرزة عند طفٌلٌات اللٌشمانٌة نذكر الفوسفاتاز الحامضٌة وهً 

مجموعة من أنزٌمات الحلمهة التً ٌعتقد بـؤنها تساهم فً مقاومة الطفٌلً للقتل بواسطة 

المضٌؾ، وفً الآلٌة الإمراضٌة للطفٌلً، وتؽذٌة الطفٌلً. تم اكتشاؾ فعالٌة للفوسفاتاز 

( فً السائل الطافً لمستنبتات عدة أنواع من اللٌشمانٌة مثل SAPالحامضٌة المفزرة )

واللٌشمانٌة الطفلٌة، واللٌشمانٌة الشاؼاسٌة، واللٌشمانٌة الأثٌوبٌة، ، اللٌشمانٌة الدونوفانٌة

واللٌشمانٌة المدارٌة، واللٌشمانٌة البانامٌة، واللٌشمانٌة الأمازونٌة، ولكن لم تكتشؾ فعالٌة 

 .(ٙٗ)  L.tarentolaeاللٌشمانٌة الكبٌرة و اللٌشمانٌة واضحة عند كل من 

بٌنت دراسة هندٌة امتلاك مشٌقات ولٌشمانات اللٌشمانٌة الكبٌرة لؽلٌكوبروتٌن  

مرتبط على سطح كلا الشكلٌن اللٌشمانً  Mucin like glycoproteinٌشبه الموسٌن 

وهو عبارة عن بروتٌن  "proteophosphoglycan "ppgsوالمشٌقً وٌسمى 

 . (7ٗ)مفرز

من البروتٌنات الأخرى المثٌرة للاهتمام نذكر السٌستئٌن بروتٌاز الذي ترتبط 

بتطور المرض عند الإصابة باللٌشمانٌة المكسٌكٌة. ٌمكن أن نلاحظ فعالٌة لهذه الأنزٌمات 

-ILإما على سطح الطفٌلً، أو داخل البالعات حٌث تقوم هذه البروتٌنات بتثبٌط السٌتوكٌن 

ثبٌط جزٌئات معقد التوافق النسٌجً فً البالعات. ولا بد من الإشارة وتلعب دوراً فً ت 12

 .(1ٗ)إلى وجود بروتنٌات مفرزة أخرى تملك خواصاً استمناعٌة 
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 المستضدات غٌر المفرزة )داخل الخلوٌة( -4-1-2

لهذه المستضدات خلال  اً ثابت اً تقترح دراسات المناعة الخلطٌة أن هناك تحرر

داخل الخلوٌة بواسطة الخمج، تتولد هذه المستضدات من الطفٌلٌات إما بتحطٌم اللٌشمانات 

البالعات المفعلة، أو تحطٌم اللٌشمانات التً تتحرر من البالعات، أو من الإنحلال العفوي 

 .(ٔٗ)للٌشمانات داخل الخلاٌا المصابة 

من البروتٌنات داخل الخلوٌة والمولدة للمناعة نذكر بروتٌنات الصدمة الحرارٌة 

ذه البروتٌنات المصانة بشكل كبٌر ستونات. ٌطلق على هٌوالبروتٌنات الرٌبوزومٌة واله

تحفز هذه  حٌث Panantigensوالقادرة على إحداث رد فعل مناعً قوي اسم 

 .(ٔٗ)البروتٌنات إنتاج مستوٌات مرتفعة من الأضداد 

 الجلدي الفأري اتفً داء اللٌشمانٌالاستجابة المناعٌة  -4-2

راسة هذه استخدمت عدة نماذج حٌوانٌة، مثل القرود والكلاب والهامستر، لد

الاستجابة فً داء اللٌشمانٌات الحشوي والجلدي. لكن كلفتها ونقص الكواشؾ اللازمة أعاق 

استخدام هذه النماذج الحٌوانٌة، وأدى إلى استبدالها بفئران التجربة التً تحقق الشروط 

 .(1ٗ)المثلى لدراسة الاستجابة المناعٌة ودراسة العلاقة بٌن المضٌؾ والطفٌلً 

 ونمط اللمفوكٌنات المتولدة وٌةالاستجابة الخل -4-2-1

بما أن طفٌلٌات اللٌشمانٌة تعٌش داخل الخلاٌا ٌفترض أن تكون الاستجابة المناعٌة 

الخلطٌة ؼٌر فعالة تجاهها، وهذا ما أكدته تجارب عدٌدة أظهرت أن تطور المرض لا ٌتبدل 

ها. أظهرت التجارب تطور الإصابة بداء فً الحٌوانات التً تم استنفاذ الخلاٌا البائٌة من

اللٌشمانٌات لدى الفئران التً استإصلت منها ؼدة التوتة، بشكل مماثل للفئران الشاهدة، مما 

 .(ٓ٘)ٌبرهن أن المناعة تجاه اللٌشمانٌة تنظمها الخلاٌا التائٌة 

المساعدة  +TCD4أثبتت الدراسات وجود تحت مجموعتٌن من اللمفاوٌات التائٌة 

، والخلاٌا التائٌة المساعدة من النمط Th1الخلاٌا التائٌة المساعدة من النمط الأولتسمٌان 

لسٌتوكٌنات مختلفة. تفرز  ا. تمارس هذه الخلاٌا وظائؾ مختلفة تتمثل بإنتاجهTh2الثانً 

 ، والانترلوكٌن TNFα، وعامل النخر الورمً IFN-γالانترفٌرون ؼاما  Th1الخلاٌا 

IL-12 ة التً تسهم وخاصIFN-γ فً تحرٌض البالعات على قتل الطفٌلً عبر تشكٌل 
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، IL-4فتنتج مجموعة من السٌتوكٌنات تشمل   Th2 . أما الخلاٌاNO أوكسٌد النترٌك

المسإول عن قتل الطفٌلٌات داخل  NOالتً تثبط تشكٌل  IL-13، وIL-10، وIL-5و

 .(ٕ٘) (ٔ٘)البالعات وبالتالً تمنع التخلص من الطفٌلً 

 

لعوامل STAT للخلاٌا التغصنٌة و  DC، ترمز Th0تماٌز الخلاٌا التائٌة غٌر المتمرسة .13الشكل 

 ، والمعقد B7، والبروتٌنCD40لمستضدات التالٌة الانتساخ. تمتلك الخلاٌا المقدمة للمستضد ا

MHCII التً ترتبط على التتالً مع المستقبلات الموافقة التالٌة CD40Lو ،CD28و ،TCR 

 .(52)الموجودة على الخلاٌا التائٌة 

، بشكل عفوي بعد تطورالإصابة الجلدٌة C57BL/6تشفى الفئران المقاومة، مثل 

وتتطور لدٌها مقاومة لإصابة جدٌدة. تتطور الإصابة عند الفئران الحساسة، مثل 

BALB/C الرسول ، ولا تشفى عفوٌاً. ٌظهر تحلٌل الرنا mRNA  المؤخوذ من الؽدد

الذي ٌرمز  mRNAالرسول  ة تعبر عن الرنااللمفٌة للفئران المصابة أن الفئران الحساس

 mRNAالرسول  ، بٌنما تعبر الفئران المقاومة عن الرناIL-10و IL-4للانترلوكٌنٌن 

 .(٘٘)(ٗ٘) (ٖ٘) IL-12وIFN-γ الذي ٌرمز لل
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وجود علاقة بٌن نمط اللمفوكٌنات المنتجة ومقاومة داء اللٌشمانٌة بٌنت الدراسات 

، بعد IL-4الأضداد وحٌدة النسٌلة للانترلوكٌن بة حٌث تإدي مثلا معالجة الفئران الحساس

 والشفاء. كما أدتTh1ات اللٌشمانٌة الكبرى، إلى تحفٌز تطور خلاٌا من النمط حقنها بطفٌلٌ

معالجة الفئران المقاومة وراثٌاً المحقونة بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبرى أٌضاً، بالأضداد وحٌدة 

وتحولها لفئران حساسة Th2، إلى تطور الخلاٌا IL-12و IFN-γالنسٌلة لكل من 

 IL-12و IFN-γبٌنما ٌعتبر  ،Th2هام لتطور الخلاٌا  IL-4للإصابة. وبالتالً ٌعتبر 

عند الفئران  Th1 . لا تزال آلٌات تماٌز كل من(ٙ٘) Th1ضرورٌان لتطور الخلاٌا 

عند الفئران الحساسة ؼٌر مفهومة تماماً، وقد تعود إلى فرق فً نمط Th2 المقاومة و

السٌتوكٌنات المفرزة نتٌجة التماس مع المستضد، أو اختلاؾ نمط الخلاٌا المقدمة للمستضد، 

 .(7٘)أو اختلاؾ المستضد بحد ذاته 

  دورIL-12  وIFN-γ  وTNFα  وIL-18 : 

من أهم السٌتوكٌنات المفرزة فً المراحل المبكرة من الإصابة   IL-12ٌعتبر 

حٌث ٌفرز من قبل الخلاٌا المقدمة للمستضد، مثل البالعات الكبٌرة والخلاٌا التؽصنٌة (1٘)

. هذا وبٌنت Th1، وهو ضروري لتوجٌه الاستجابة المناعٌة إلى استجابة من نمط  (1٘)

، حٌث تتعزز المقاومة عند IL-12له دور مكمل لل   IL-18 الدراسات أن الانترلوكٌن

 .(ٓٙ)  IL-18عند حقنها ب IL-12المعالجة بتراكٌز منخفضة من  BALB/Cالفئران 

 IFN-γ لأنه ٌحرض إنتاج IL-12تعتمد المناعة الفعالة ضد اللٌشمانٌة على إنتاج 

المناعة فً بدوره دوراً اساسٌاً  IL-12، حٌث ٌلعب  TوالخلاٌاالتائٌةNK من الخلاٌا 

، TNFαو IFN-γالتؤثٌر التآزري لكل من  in vitroالفعالة. بٌنت التجارب فً الزجاج 

. كما ٌلعب (ٖٙ)(ٕٙ) (ٔٙ)جذور حرة نترٌة قاتلة للطفٌلً على تحرٌض البالعات لإنتاج 

IFN-γ فً الأوساط الحٌةin vivo   دوراً هاماً فً قتل الطفٌلً حٌث ٌتوسط إنتاجNO و 

NO2  ًفً البالعات مما ٌدعم عملٌة القتل والتخلص من الطفٌل(ٙٗ). 

  دورIL-4  وIL-13 : 

دوراً سلبٌاً فً تكوٌن مناعة فعالة ضد اللٌشمانٌة لأنه ٌمنع التؤثٌرات  IL-4ٌلعب 

 Bمثل تنشٌط البالعات وتعزٌز إنتاج الأضداد من قبل الخلاٌا اللمفاوٌة  IFN-γالجٌدة لل 

عند بداٌة الخمج بطفٌلٌات اللٌشمانٌة IL-4 . تإدي معالجة الفئران الحساسة بؤضداد (٘ٙ)
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وبالتالً تصبح Th1 عندها مما ٌسمح بتطور استجابة Th2 الكبرى، إلى تثبٌط الاستجابة 

ٌعمل كموجه للاستجابة المناعٌة إلى استجابة  IL-4 الفئران مقاومة للخمج. ٌإكد ما سبق أن

 الذي ٌإدي إلى تطور استجابة من النمط  IL-12 ، وهو تؤثٌر معاكس لعملTh2من نمط 

Th1 (ٙٙ) (ٙ7) كذلك ٌبدو أن .IL-4  ٌإدي إلى التراجع عن التعبٌر عنIL-12 و 

IFN-γوعن مستقبل IL-12وكذلك ٌثبط إنتاج NO   وٌإكد ماسبق (ٓٙ)ضمن البالعات ،

 .(٘٘)IL-4 الكبرى عند معالجتها بؤضداد المخموجة باللٌشمانٌة  BALB/Cشفاء فئران 

فً توجٌه الاستجابة المناعٌة نحو  IL-4 دوراً بدٌلاً عن IL-13ٌلعب الانترلوكٌن 

عند فئران IL-13. حٌث ٌإدي إحداث طفرة، تإدي إلى زٌادة التعبٌر عن Th2 (ٙ1)نمط 

C57BL/6  المقاومة والمخموجة بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبرى، إلى تثبٌط التعبٌر عن IL-

-IL فئران إلى فئران حساسة حتى فً حال ؼٌاب التعبٌر عن الوتحول   IFN-γوعن12

4(ٙٔ). 

  دورIL-6 وIL-10 وTGF-β : 

دوراً واضحاً فً المناعة الأولٌة، مما ٌسمح  +CD4بٌنت الدراسات امتلاك خلاٌا 

بمقاومة الإصابة عند إخماجها بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبرى. هذا وتفرز C57BL/6 للفئران 

 ، التً تقلل من فعالٌةTGF-βو IL-10و IL-6مثل  ،البالعات مجموعة من السٌتوكٌنات

 .(1٘)مما ٌإدي إلى تفاقم الإصابة   IL-12 البالعات فً قتل اللٌشمانٌة وتنقص التعبٌر عن

فً جمٌع الحالات لا ٌمكن للفئران التخلص من الطفٌلً بشكل كامل حتى المقاومة 

 . بٌنت الدراسات الدور المهم ل (1ٙ) (ٕٙ)منها حٌث ٌبقى الطفٌلً موجوداً بشكل كامن 

IL-10ـ فً بقاء الطفٌلً كامناً، حٌث تماثل الفئران المعوزة ل IL-10  بمفرده إلى الشفاء

من البالعات  IL-10 بشكل كامل من دون أن ٌتبقى لدٌها أي طفٌلً حً. ٌتم إفراز  

 .CD4  (ٙ1)، والخلاٌا المساعدةCD25 Tregالكبٌرة، والخلاٌا المنظمة 
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. السٌتوكٌنات والخلاٌا التً تتدخل فً الاستجابة المناعٌة عند الإصابة بداء اللٌشمانٌة الجلدي 14الشكل

 .(61)الفأري 

 

 الاستجابة المناعٌة لدى الإنسان تجاه طفٌلً اللٌشمانٌة -4-3

تتعرض المشٌقات منذ لحظة دخولها إلى المضٌؾ نتٌجة لدؼة الذبابة، للقتل نتٌجة 

آلٌة انحلالٌة تتوسطها بروتٌنات المتتمة. لكن تبٌن امتلاك لعاب ذبابة الرمل على عدة 

روؾ الموجودة حٌث تزٌد من سرعة حضور بروتٌنات تسمح للمشٌقات بمقاومة الظ

إلى موضع اللدغ وتثبط فعالٌة المواد التً تفرزها هذه  phagocytesالخلاٌا البلعمٌة 

 .(1ٙ)الخلاٌا 

، بشكل نوعً neutrophilsالتً لم تتخرب من قبل العدلات  ،تتم بلعمة المشٌقات

. تعتبر العدلات pattern recognition receptorsبواسطة مستقبلات تعرؾ النمط 

من أول الخلاٌا المناعٌة التً تهاجر إلى مكان العدوى حٌث تمتلك نصؾ عمر قصٌر 

. spontaneous apoptosisللاستماتة ساعات ثم تتعرض عفوٌاً  ٓٔ-ٌٙتراوح بٌن 

بتثبٌط عملٌة الاستماتة وبقاء العدلات الحاوٌة على الطفٌلٌات حٌة  LPGتساهم جزٌئات 

 لمدة ٌومٌن. ٌسمح تحول المشٌقات إلى لٌشمانات بوقؾ تؤثٌر عملٌة الهبة التنفسٌة 
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respiratory burst بعد ذلك تتعرض (7ٓ)مما ٌضمن بقاإها حٌة داخل العدلات .

 MIP-1b  ،macrophage العدلات المخموجة للاستماتة وتفرز بروتٌن

inflammatory protein1b الذي ٌجذب البالعات إلى مكان العدوى لتقوم ببلعمة ،

ى العدلات المخموجة المستموتة. تتم بلعمة البالعات للعدلات بدون وساطة مستقبلات عل

للطفٌلً إلى داخل البالعات. تإدي   silent entryسطح البالعات، مما ٌإمن دخول صامت

 TGF-βبلعمة العدلات المخموجة إلى زٌادة إنتاج السٌتوكٌنات المضادة للإلتهاب، مثل 

-IL، التً تقلل من قدرة البالعات على قتل الطفٌلً وتنقص تعبٌر البالعات عن IL- 10و

 .(7ٔ)ً فرصة للٌشمانات بالتضاعؾ داخل البالعات مما ٌعط TNF-аو  12

تً لم تتم بلعمتها من قبل العدلات فتتم بلعمتها عن طرٌق أما بالنسبة للمشٌقات ال

على  C 3تفعٌل السبٌل البدٌل لبروتٌنات المتتمة. ٌبدأ هذا السبٌل بتثبٌت المكون الثالث 

إلى مركبٌن C 3 ، ثم ٌنشطر LPGوجزٌئة GP63 سطح الطفٌلً، ٌرتبط مع جزٌئة 

الذي ٌرتبط مع مستقبله  C3bب ٌرتبطان مع مركبان موجودان على سطح البالعات، المرك

CR1  والمركبC3bi  الذي ٌرتبط مع مستقبلهCR3 (7ٕ). 

 Mac-1 ،macrophage-1أحد مكونات المعقد CR3ٌعد هذا المستقبل 

antigen الذي ٌتؤلؾ بشكل أساسً من ،CD 18، وCD11b وتشٌر الدراسات إلى .

على تثبٌط ارتباط الطفٌلٌات   CR3عدم قدرة الأضداد وحٌدة النسٌلة المضادة لمستقبل

بالبالعات بشكل كامل، مما ٌشٌر إلى امتلاك البالعات لمستقبلات أخرى للطفٌلً ما زالت 

ؼٌر معروفة. أكدت دراسات عدٌدة ارتباط طفٌلٌات اللٌشمانٌة مع عدة مستقبلات معروضة 

 mannose-fucose، ومستقبل fc receptorمنها مستقبل على سطح البالعات و

receptor ومستقبل ،CR1 receptor ومستقبل ،lectin-like receptor ومستقبل ،

fibronectin receptor (ٙٓ). 

بعد أن ترتبط المشٌقات بمستقبلات متعددة على سطح الخلاٌا البالعة تدخل إلٌها 

. وبالتالً ٌصبح الطفٌلً ضمن فجوة هاضمة تسمى الٌبلوع Endocytosisبالبعلمة 

Phagosome د ذلك حٌث ٌكون محاطاً بجزء من الؽشاء البلازمً للخلٌة البالعة. بع

مع هذا الٌبلوع مشكلة ٌبالٌع ٌحلولٌة   Lysosomesتندمج الٌحالٌل

Phagolysosomes ٌتطلب بقاء المشٌقات حٌة داخلها وجوب أن تتحول إلى .
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لٌشمانات، وأن تخضع لتؽٌرات فً الشكل وتؽٌرات استقلابٌة تسمح بالتكٌؾ مع الوسط 

تسمى هذه  .(7ٖ)ً لؽشاء الخلٌةالحمضً داخل الفجوة، ولتؽٌرات فً التركٌب الكٌمٌائ

أسابٌع بعد العدوى  ٘-ٗوتدوم بٌن  phasesilentالمرحلة من العدوى بالطور الصامت 

 .(7ٗ)وتتمٌز بعدم ظهور الإصابة الجلدٌة

تتكاثر اللٌشمانات داخل البالعات حٌث تصل إلى أعداد كبٌرة مما ٌإدي إلى انفجار 

اللٌشمانات منها والتً تقوم بدورها بإخماج بالعات أخرى. فً الحقٌقة لا البالعات وتحرر 

تتوفر الكثٌر من المعلومات المتعلقة بآلٌة دخول اللٌشمانات إلى البالعات مع أنها مرحلة 

 . (7٘)مسإولة عن الإمراضٌة 

ٌإدي إلى تثبٌط بلعمة اللٌشمانات   CR3كدت دراسة أن استخدام أضداد مستقبلأ

. كما أدى (7ٙ)المخموجة باللٌشمانٌة الكبرى BALB/c من قبل البالعات فً الفئران 

، وفئران تفتقر Bتعانً من عوز الخلاٌا البائٌة  معدلة وراثٌاً  BALB/c إخماج فئران 

، بلٌشمانات طفٌلٌات اللٌشمانٌة المكسٌكٌة إلى تطور آفات جلدٌة Fcللمستقبل  γللسلسلة 

فً بلعمة   CR3والمستقبل  Fc المستقبلمما ٌإكد أهمٌة كل من  ولكن بشكل ضعٌؾ جداً 

 .(77)اللٌشمانات وحدوث الخمج

بعد انفجار البالعات وتحرر اللٌشمانات منها تتدفق أعداد أكثر من البالعات والخلاٌا 

الالتهابٌة مثل العدلات والحمضات والخلاٌا البدٌنة إلى مكان العدوى وتزداد السٌتوكٌنات 

التً تفرزها البالعات المخموجة مثل proinflammatory cytokines قبل الالتهابٌة 

TNF-а تفعل السٌتوكٌنات السابقة البالعات لقتل الطفٌلً وذلك من خلال تحرٌضها على .

وبالتالً NADPH oxidase فً البالعات وزٌاد فعالٌة إنزٌم   NOإنتاج أكسٌد النترٌك

. "reactive oxygen species " ROSإنتاج المزٌد من الوسائط الأكسجٌنٌة الفعالة 

، إلى قتل وتخرٌب طفٌلٌات اللٌشمانٌة التً تمت ROSو  NOتإدي هذه الوسائط الفعالة، 

 بلعمتها.

فً حٌن تمتلك البالعات آلٌة دفاعٌة متعددة ضد الأجسام الؽرٌبة داخلها، تمتلك 

طفٌلٌات اللٌشمانٌة أٌضاً استراتٌجٌات دفاعٌة تمكنها من مقاومة تلك الآلٌات والعٌش فً 

فً البالعات. كما ٌتمكن الطفٌلً من المحافظة الٌحلولً  –محٌط عدائً جدا ضمن الٌبلوع 

 protonمعتدلة لوسطه الداخلً وقد ٌعود ذلك إلى وجود مضخات بروتون  pHعلى قٌمة 
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pumps  على ؼشاء الطفٌلً فً كلا الطورٌن، تعمل على ضخ البروتونات خارج

التحول مع الطفٌلً. تتحول المشٌقات التً تمت بلعمتها إلى اللٌشمانات حٌث ٌترافق هذا 

من سطح المشٌقات إلى سطح البالعات المخموجة. ٌترافق ما سبق  LPGذهاب جزٌئات 

للهبة التنفسٌة وتفاعل الحلمهة التً تقوم بها أنزٌمات اللٌزوزوم   LPGمع تثبٌط جزٌئات 

. ٌعتمد بقاء Cوذلك من خلال مخلبة الكالسٌوم، وتثبٌط فعالٌة أنزٌم البروتٌن كٌناز

لى قٌد الحٌاة داخل البالعات على التوازن بٌن كفاءة الاستجابة المناعٌة اللٌشمانات ع

 للإصابة من جهة وقدرة الطفٌلٌات على مقاومة التؤثٌر القاتل للأحٌاء الدقٌقة 

microbiocidal (71)(71)داخل الٌبالع الٌحلولٌة فً البالعات. 

تإدي الاستجابة المناعٌة السابقة إلى الإضرار بؤنسجة المضٌؾ وبالتالً تعزى 

التؤثٌرات المرضٌة التً تصاحب العدوى بطفٌلٌات اللٌشمانٌة إلى الاستجابة المناعٌة 

للمضٌؾ، ولا تعزى إلى الطفٌلً بحد ذاته، وتسمى هذه المرحلة من العدوى بالطور الثانً 

 والذي ٌتمٌز بظهور الإصابة الجلدٌة. phaseinflammatoryأو الطور الالتهابً 

تلعب البالعات والخلاٌا التؽصنٌة، وهً من الخلاٌا المقدمة للمستضد، دور صلة 

الوصل بٌن المناعة الخلقٌة والمناعة التلاإمٌة. كما تلعب دوراً هاماً فً التعرؾ على 

ثم تهاجر إلى العقد اللمفٌة  المشٌقات المحقونة نتٌجة لدؼة ذبابة الرمل فً الجلد، ومن

النازحة التً تشكل المكان الملائم والمجهز لتقدٌم المستضد إلى الخلاٌا التائٌة وتفعٌلها للقٌام 

. تتواكب هذه الهجرة مع نضج الخلاٌا المقدمة للمستضد (1ٓ)بالاستجابة المناعٌة الملائمة

بالنسبة  MHCIIوٌترافق ذلك مع دخول جزٌئات معقد التوافق النسٌجً من الصنؾ الثانً 

للبالعات ، وجزٌئات معقد التوافق النسٌجً من الصنؾ الأول والثانً بالنسبة للخلاٌا 

 التؽصنٌة إلى الٌبالٌع الحاوٌة على اللٌشمانات. 

مع الببتٌدات الناتجة عن تخرٌب اللٌشمانات، نتٌجة تؤثٌر  MHCرتبط المعقد ٌ

الأنزٌمات الحالة، فتتشكل جزٌئات المعقد المرتبطة بالببتٌدات والتً تنتقل نحو الؽشاء 

الخارجً للخلاٌا المقدمة للمستضد. ٌإدي انتشار الجزٌئات السابقة على سطح الخلاٌا 

مباشر للخلاٌا التائٌة وذلك نتٌجة امتلاك الخلاٌا التائٌة المقدمة للمستضد إلى تنبٌه 

وبالتالً الإرتباط  –MHCتستطٌع أن تتعرؾ على المعقد ببتٌدTCR لمستقبلات 

 –MHCللخلاٌا التائٌة على المعقد ببتٌد TCR . ٌإدي تعرؾ المستقبلات (1ٔ)معها
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الموجود على سطح الخلاٌا المقدمة للمستضد، إلى حدوث استجابة مناعٌة تبدأ عندما تٌظهر 

الموجود على   B7الخلاٌا المقدمة للمستضد إشارات إضافٌة للخلٌة التائٌة. ٌعتبر الجزيء

سطح الخلٌة المقدمة للمستضد أحد جزٌئات السطح القادرة على القٌام بهذه الوظٌفة 

وهو مستقبل ؼشائً نوعً على سطح CD28 الإضافٌة حٌث ٌرتبط مع المستقبل 

، - MHCمع المعقد ببتٌد  TCRمستقبل الخلٌة التائٌة  اللمفاوٌات التائٌة. ٌعتبر ارتباط

مع المستقبل ضرورٌاً لكً تظهر الخلاٌا التائٌة الاستجابة  B7وارتباط الجزيء 

الخلٌة التائٌة عن  المساعدة إلى عجز B7. ٌمكن أن ٌإدي ؼٌاب الإشارة (1ٕ)المثلى

الإستجابة للمستضد. ٌإدي استقبال الخلٌة التائٌة الساذجة للإشارة المزدوجة إلى تفعٌلها، 

وبالتالً تتماٌز وتتكاثر. تتعرض معظم هذه الخلاٌا التائٌة المفعلة للاستماتة فً العقد 

وخلاٌا  T effector memoryاللمفٌة، وٌتحول قسم منها إلى خلاٌا تائٌة ذاكرة فعالة 

 . T central memoryتائٌة ذاكرة مركزٌة 

 تهاجر الخلاٌا التائٌة الذاكرة الفعالة إلى مكان العدوى وتطلق السٌتوكٌنات وفقاً 

،  Th2والخلاٌا Th1لنوعها. تقسم الخلاٌا التائٌة المساعدة إلى تحت مجموعتٌن الخلاٌا 

المنتج من قبل   IL-4 لفة. ٌحرضتمارسان وظائؾ مختلفة نتٌجة إنتاجهما لسٌتوكٌنات مخت

على إفراز مجموعة من السٌتوكٌنات، تشمل  Th 2الخلاٌا التؽصنٌة الخلاٌا التائٌة من نمط 

IL-4 وIL- 5 وIL- 10 وIL- 13التً تثبط تشكٌل ، NO   المسإول عن قتل الطفٌلٌات

لمنتج من قبل ، اIL-12داخل البالعات وبالتالً تمنع قتل الطفٌلٌات والتخلص منها. ٌحرض 

حٌث  TNFαو IL-2و IFN-ɣعلى إفراز  Th1 الخلاٌا التؽصنٌة، الخلاٌا التائٌة من نمط

تسهم السٌتوكٌنات السابقة وخاصة الانترفٌرون ؼاما فً تحرٌض البالعات على قتل الطفٌلً 

-IFNɣ و  IL- 2 . ٌتم أٌضا تحرٌض إفراز الخلاٌا التائٌة للسٌتوكٌنٌنNOعبر تشكٌل 

والتً تسهم أٌضاً بزٌادة NK المنتج من قبل الخلاٌا الطبٌعٌة القاتلة  IFN-ɣتؤثٌر نتٌجة ل

  (1ٖ) (7٘)على سطح الخلاٌا التائٌة الفعالة IL-12التعبٌر عن مستقبلات 

تجول الخلاٌا التائٌة الذاكرة المركزٌة فً النسج اللمفٌة لتستجٌب بسرعة فً حال 

رة فٌتم تعرض الجسم للعامل الممرض مرة أخرى. وكذلك الأمر بالنسبة للخلاٌا البائٌة الذاك

تنشٌطها فً العقد اللمفٌة، بعد ارتباطها بالخلاٌا التائٌة والخلاٌا التؽصنٌة، لتهاجر بعدها إلى 

. تتعرض الخلاٌا التؽصنٌة (1ٗ)مكان العدوى وتتماٌز إلى الخلاٌا البلاسمٌة لتنتج الأضداد 

 CD+8والخلاٌا التائٌة السامة  CD+4ا بتفعٌل اللمفاوٌات، الخلاٌا التائٌة بعد قٌامه
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. تتفاقم الإصابة الجلدٌة فً هذه المرحلة من العدوى حٌث (1٘) والخلاٌا البائٌة، للاستماتة

والخلاٌا  IgGوالؽلوبولٌنات المناعٌة   CD+19تظهر فً مكان العدوى الخلاٌا البائٌة

 .CD+8  (1ٙ)والسامة CD+4التائٌة المساعدة 

ضرورٌة لطهاٌة الطفٌلً والارتباط مع   IgGتعتبر الؽلوبولٌنات المناعٌة

الموجود على سطح البالعات والخلاٌا التؽصنٌة. فقد أدى إخماج فئران Fc المستقبل 

C57BL/6  تعانً من عوز الخلاٌا البائٌة وتفتقر إلى السلسلة ؼاما للمستقبلFc ،

أعداد الخلاٌا التؽصنٌة المصابة بالطفٌلً فً بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبرى، إلى نقص فً 

من الخلاٌا التائٌة، وتحول الفئران من فئران IFN-ɣ مكان العدوى، ونقص فً إنتاج 

فً بلعمة الخلاٌا التؽصنٌة  IgGمقاومة إلى فئران حساسة للإصابة. ٌإكد ما سبق أهمٌة 

 .(17)للطفٌلً وتطور مناعة فعالة ضد طفٌلً اللٌشمانٌة 

بٌنما  IFN-ɣتترافق حالات الشفاء من الإصابة الجلدٌة مع ؼلبة الخلاٌا المنتجة لل 

. أما بالنسبة للطور IL-4و IL-5تترافق حالات عدم الشفاء مع ؼلبة الخلاٌا المنتجة لل 

المزمن من الإصابة فقد لوحظ استجابة مختلفة تنجم عن التؤثٌر المشترك لكل من خلاٌا 

Th1 وTh2زٌادة فً إنتاج  وتترافق معIL-10 وIL-2تلعب الخلاٌا التائٌة المنظمة . 

CD4 CD25 T reg   دوراً رئٌسٌاً فً هذا الطور حٌث تنظم الاستجابة المناعٌة للخلاٌا

ٌلعب دورا هاما فً بقاء الطفٌلً  IL-10وقد تبٌن أن  .IL- 1و  TNF-βالتائٌة عبر إفراز 

ل كامن فً الخلاٌا التؽصنٌة هاماً جداً لاستمرار فً حالة كمون، وٌعتبر بقاء الطفٌلً بشك

بمفرده، أو المعوزة لكل من  IL-10بقاء الخلاٌا التائٌة الذاكرة. تماثلت الفئران المعوزة ل 

IL- 4 وIL- 1 إلى الشفاء بشكل كامل من الطفٌلً ولم ٌبقى لدٌها أي طفٌلً حً، كما تم ،

المعالجة أثناء الطور المزمن  C57BL/ 6التخلص من كامل الطفٌلٌات عند الفئران 

 .IL-10 (11)بؤضداد مستقبل 

 لقاحات اللٌشمانٌة -5

 القواعد المتبعة فً تسجٌل اللقاحات -5-1

، أن ٌجتاز WHOٌتطلب اعتماد أي لقاح، وفقاً لتوصٌات منظمة الصحة العالمٌة 

 مراحل تجارب الطور الأول والثانً والثالث والرابع.
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 ول تجارب الطور الأ -

تهدؾ إلى تقٌٌم الأمان والقدرة الاستمناعٌة للقاح من خلال المقارنة بٌن المجموعة الملقحة 

 والمجموعة الشاهدة.

 تجارب الطور الثانً   -

 تسمح بالتحقق من قدرة اللقاح على تؤمٌن الحماٌة ضد إصابة مفتعلة.

 تجارب الطور الثالث  -

حٌث تطبق تجارب هذه الأطوارعلى  تسمح بتحدٌد فعالٌة اللقاح ضد إصابة طبٌعٌة.

حٌوانات التجربة وهً الفؤر ومن ثم القرد بالنسبة للٌشمانٌة الجلدٌة والفؤر ومن ثم الكلب 

بالنسبة للٌشمانٌة الحشوٌة. وبعد ذلك تطبق بؤطوارها الثلاثة على البشر حٌث تجرى 

ص. فإذا التجارب السابقة على عدد محدد من الأشخاص قد ٌصل عددهم إلى ألؾ شخ

ٌُصنّع وٌستخدم فً تجارب  ٌُسجّل و تجاوز اللقاح هذه المراحل الثلاث بنجاح فإنه ٌمكن أن 

 .(11)الطور الرابع 

 تجارب الطور الرابع  -

شخص. هذا  ٓٓٓٓٓٔ-ٌٓٓٓٓٔطبق على عدد أكبر من الأشخاص ٌتراوح بٌن 

ة اللقاح المدروس ٌ، للتعبٌر عن فعالVE" Vaccine efficacy"وٌستخدم مصطلح 

(11). 

 مواصفات اللقاح المثالً -5-2

ٌجب أن ٌتمتع اللقاح المثالً للٌشمانٌة بمجموعة من الصفات حٌث ٌجب أن ٌكون 

آمناً، وأن ٌإدي التلقٌح بعدد قلٌل من الجرعات منه إلى تشكٌل مناعة طوٌلة الأمد ضد 

فً معظم أنواع اللٌشمانٌة، وأن ٌكون خالٌاً من المنتجات الحٌوانٌة التً عادة ما تستخدم 

 التصنٌع، وأن ٌتوفر بؤقل كلفة ممكنة.

ٌشكل الوصول إلى لقاح لداء اللٌشمانٌات حالة ممٌزة وفرٌدة بالنسبة لأبحاث تطوٌر 

 اللقاحات وٌعود ذلك لسببٌن : 



ٗ7 
 

. ٌنجم هذا الداء من أنواع مختلفة من طفٌلٌات جنس اللٌشمانٌة التً تمتلك درجة ٔ

إدي تطوٌر لقاح للوقاٌة من أحد الطفٌلٌات إلى كبٌرة من التشابه وبالتالً ٌمكن أن ٌ

 الوقاٌة من الإصابة بباقً أنواع  طفٌلٌات جنس اللٌشمانٌة.

 .(11). بالإضافة إلى امكانٌة أن ٌستخدم هذا اللقاح فً الوقاٌة والمعالجة أٌضاً ٕ

 تطور لقاحات اللٌشمانٌة  -5-3

أشارت الأدلة إلى ان معظم الأشخاص الذٌن تعرضوا مسبقاً للإصابة باللٌشمانٌة 

كانوا مقاومٌن عند تعرضهم للإصابة مرة أخرى، مما أعطى مبرراً قوٌاً لتطوٌر لقاح 

للٌشمانٌة. على الرؼم من عدم توافر أي لقاح مرخص لأي نوع من داء اللٌشمانٌات 

ستخدام البشري، فإنه من الممكن نظرٌاً تطوٌر لقاح فعال تجاه عدة أنواع من هذا الداء. للا

ٌتمٌز داء اللٌشمانٌات، مقارنة مع بقٌة الامراض الطفٌلٌة، بؤنه ٌمكن للقاح ان ٌوفر الحماٌة 

م عملٌة تطوٌر اللقاحات إلى ٌوالعلاج تجاه عدة أنواع من طفٌلٌات اللٌشمانٌة. ٌمكن تقس

مراحل: الإكتشاؾ، والمرحلة قبل السرٌرٌة، والمرحلة السرٌرٌة، والتسجٌل، والتقٌٌم  خمسة

 . (ٗ)بعد التسوٌق

 ,Live Leishmania vaccine (Leishmanization)لقاحات اللٌشمانٌة الحٌة   -5-4

LZ 

من المتعارؾ علٌه منذ العصور القدٌمة فً ؼرب وجنوب ؼرب آسٌا أن الشفاء 

من داء اللٌشمانٌات الجلدي ٌعقبه مناعة قوٌة تجاه المرض لذلك كانو ٌقومون بتلقٌح 

ة فً أماكن ؼٌر مكشوفة لإحداث آفة تشفى ذاتٌاً الأطفال الأصحاء بنضحات من آفات نشط

وبالتالً تولد حماٌة من الإصابة بالوجه أو مناطق أخرى مكشوفة من الجسم. دعٌت هذه 

، وهو الإجراء الذي ٌتم بواسطته LZ ،Leishmanizationالعملٌة فٌما بعد باللشمنة 

لٌشمانٌة حٌة  تحرٌض عدوى أولٌة لدى أشخاص أصحاء عن طرٌق تلقٌحهم بطفٌلٌات

اضر الإجراء . تعتبر اللشمنة فً الوقت الح(ٗ)مفوعة فً مناطق ؼٌر مكشوفة من الجسم 

 Leishmaniaالتمنٌعً الناجع تجاه داء اللٌشمانٌة الجلدي المحدث باللٌشمانٌة الكبٌرة 

major  تم الحصول على مشٌقات اللٌشمانٌة الكبٌرة بعد قٌام العالمان (ٔ)عند الإنسان .

Manceam  وNicole  بتحضٌر وسط خاص ٌسمح بنمو الأشكال المتحركة لهذه

 الطفٌلٌات.
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، حٌث تم استخدام مزٌج 1967بدأت أول حملة تلقٌح باللشمنة فً أوزبكستان عام 

ٌزال ٌستخدم هذا اللقاح فً أوزبكستان.  من المشٌقات الحٌة والمقتولة للتقلٌل من الفوعة ولا

تم استخدام اللشمنة فً إٌران فً الثمانٌنات وفً فلسطٌن المحتلة فً السبعٌنٌات للوقاٌة من 

داء اللٌشمانٌات ولكنه لا ٌستخدم حالٌاً فً أي منهما. تم إٌقاؾ برنامج اللشمنة فً فلسطٌن 

ى إحداث العدوى، نتٌجة تكرار الزرع المحتلة بسبب فقدان قدرة الطفٌلٌات المستخدمة عل

، وبسبب التثبٌط المناعً الذي أدى إلى تناقص الاستجابة تجاه Subculturingالثانوي 

 . (ٔ)لقاحات الدٌفترٌا والكزاز والسعال الدٌكً عند الأطفال الذٌن خضعوا للشمنة 

% فً التجارب التمهٌدٌة للشمنة وبالتالً 1ٓتم فً إٌران التوصل إلى نسبة وقاٌة 

تم تمنٌع ملٌونً شخص أؼلبهم من الجٌش قبل انتقالهم إلى المناطق الموطونة باللٌشمانٌة 

أثناء حرب العراق واٌران. لكن على الرؼم من نجاعة برنامج التلقٌح باللشمنة فقد تم إٌقاؾ 

وذلك بسبب بعض المضاعفات عند عدد قلٌل من الحالات  11ٙٔران عام العمل به فً إٌ

 .(ٔ)كتطور آفات طوٌلة الأمد ؼٌر قابلة للشفاء 

حالٌاً ٌوجد لقاح وقائً واحد من طفٌلٌات اللٌشمانٌة الحٌة وهو قٌد الاستعمال فً 

أوزبكستان. ٌتؤلؾ هذا اللقاح من مزٌج من طفٌلٌات، لنوع اللٌشمانٌة الكبٌرة، حٌة مفوعة 

وطفٌلٌات مقتولة. تم عزل الطفٌلً من آفات نشطة لإنتاج اللقاح سنوٌاً لتخطً مشكلة 

السلبٌات التً ذكرناها أعلاه الى التوجه نحو استخدام طفٌلٌات  خسارة الفوعة. قادت

 .(ٗ)لٌشمانٌة مقتولة كلقاحات

 لقاحات الجٌل الأول  -5-5

 Whole killed parasites طفٌلٌات لٌشمانٌة كاملة مقتولة  -5-5-1

شكلت الطفٌلٌات المقتولة منذ ثلاثٌنات القرن الماضً أسلوباً فعالاً للحصول على 

العدٌدة المخاطر من رؼم اللقاحات علاجٌة ووقائٌة. تظهر نتائج التلقٌح على الكلاب أنه و ب

عن هذه اللقاحات، إلا أنّها تعد من أفضل استراتٌجٌات التلقٌح. تمتاز هذه اللقاحات المتولدة 

  : بثلاثة صفات أساسٌة
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. +CD8و +CD4تحرض استجابة مناعٌة متواسطة بالخلاٌا التائٌة من النمطٌن  -ٔ

حٌث تتطلب هذه الاستجابة معالجة وتقدٌم كلا النوعٌن من المستضدات الداخلٌة 

 .  MHC-IIو MHC-Iلً عن طرٌق جزٌئات والخارجٌة للطفٌ

 . antigenicityثبات تركٌبها الحٌوي وقدرتها المستضدٌة -ٕ

 ذات كلفة منخفضة وأمان أعلى بالمقارنة مع اللقاحات الحٌة. -ٖ

لكن هذه اللقاحات تمتلك بعض السلبٌات أٌضاً فهً لا تستطٌع تحرٌض استجابة 

الحٌة، و بالتالً تحتاج إلى جرعات داعمة  مناعٌة بالفعالٌة ذاتها التً تحرضها اللقاحات

لتحرٌض استجابة مناعٌة معتد بها. كما تزٌد هذه اللقاحات من خطورة حدوث التفاعلات 

 .(1ٓ)التحسسٌة بسبب الكمٌات الكبٌرة المحقونة من المستضد 

فً عام نستعرض فٌما ٌلً أهم تجارب التلقٌح بطفٌلٌات اللٌشمانٌة المقتولة. هذا و

عزلات من اللٌشمانٌة تحتوي  ٘وزملاإه لقاحاً مقتولاً مكوناً من   Mayrinkطور  17ٓٔ

ما بعد واستخدم لقاح مفرد من اللٌشمانٌة أربعة انواع مختلفة. تم تبسٌط هذا اللقاح فٌ

الأمازونٌة حٌث تم اختبار فعله الوقائً فً كولومبٌا والاكوادور واختبار دوره كمساعد 

للمعالجة الكٌمٌائٌة فً البرازٌل. تمكن الباحثون السابقون من اثبات فعالٌته بالتخفٌؾ من 

لجة بالانتموان ولٌس كواق من جرعة الانتموان المطلوبة للشفاء وتسجٌله كمساعد للمعا

 .(ٗ)الإصابة 

م المكون من طفٌلٌات اللٌشمانٌة وفرٌق عمله نموذجه Convitفً فنزوٌلا قدم 

–BCG ،Bacille Calmetteالمكسٌكٌة المقتولة بالحرارة والممزوجة مع لقاح 

Guerin.كما ٌستخدم فً فنزوٌلا مزٌج، من لقاح  ، المستخدم فً لقاح السل+ BCG 

 وطفٌلٌات اللٌشمانٌة المكسٌكة المقتولة بالصاد الموصد، للمعالجة المناعٌة و/أو المعالجة

المناعٌة الكٌمٌائٌة حٌث تبٌن أن اللقاح فعال فً خفض جرعة الانتموان المطلوبة للشفاء. 

هذا وتستخدم حالٌاً فً فنزوٌلا طفٌلٌات اللٌشمانٌة المكسٌكة المقتولة بالصاد الموصد 

 .(ٗ)لمعالجة الإصابة بـاللٌشمانٌة الجلدٌة 

تم فً الإكوادور إعطاء جرعتٌن من لقاح ٌحوي طفٌلٌات، اللٌشمانٌة الأمازونٌة 

 %.    7ٖوحصلوا على وقاٌة بنسبة  BCGوالمكسٌكٌة، الممزوجة مع لقاح 
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وتوصلوا  BCGمع أو بدون  Mayrinkأجرٌت فً كولومبٌا تجارب لإعطاء لقاح 

ً مكان الحقن عند ، وذلك بسبب تشكل آفات موضعٌة فBCGإلى استخدامه بدون 

 ، للانتقال الى تجارب الفعالٌة.BCGاستخدامه مع 

استخدمت مشٌقات اللٌشمانٌة الكبٌرة المقتولة بالصاد الموصد، فً إٌران فً المناطق 

تعادل عشر الجرعة  BCGؼٌر الموطونة، وذلك بالمشاركة مع جرعة بسٌطة من 

 LSTول وٌحرض الانقلاب المصلً المستخدمة فً لقاح السل. وتبٌن أن المزٌج آمن ومقب

. علماً أن استخدام المزٌج السابق فً منطقة IFN-γ%، وٌزٌد بشكل ضعٌؾ انتاج 1ٖعند 

Bam  فً اٌران، بإر بشرٌة المصدر، أدى إلى تحرٌضLST  فقط.٘.ٙٔعند % 

بثلاث جرعات من مزٌج ٌتكون من طفٌلٌات   Indian langurتم تلقٌح قرود 

، وتم اختبار التحدي باستخدام  BCGولقاح  ALMولة بالصاد الموصد لٌشمانٌة كبٌرة مقت

طفٌلٌات اللٌشمانٌة الدونوفانٌة، فكانت الفعالٌة أفضل من فعالٌة الجرعة الوحٌدة وانخفض 

عدد الطفٌلٌات مقارنة مع الجرعة الوحٌدة لكن فعالٌة هذا اللقاح ؼٌر كافٌة وبحاجة 

، تم BCG+ALMالقدرة التمنٌعٌة للقاح السابق،  لاستخدام مادة مساعدة آخرى. لزٌادة

قبل الحقن. سمح  BCG"هٌدروكسٌد الألمنٌوم" ثم مزج مع  alumعلى  ALMادمصاص 

عند استخدامه بجرعة وحٌدة. كما  Alum –AMLما سبق بزٌادة القدرة التمنٌعٌة للمزٌج 

نٌة )طفٌلٌات اللٌشما Alum –AMLأو  BCG+ALMبلقاح  Rhesusسمح حقن قرود 

، IL-12الكبٌرة المقتولة بالصاد الموصد والمدمصة على هٌدروكسٌد الألمنٌوم (، مع 

بالحصول على رد فعل مناعً خلوي قوي ووقائً تجاه الٌشمانٌة الجلدٌة. أدى حقن قرود 

Vervet  بلقاحALM +IL-12  إلى تولٌد رد فعل مناعً من نمط ،Th1  ًولكنه فشل ف

 .  (ٗ)ٌشمانٌة الكبٌرة وقاٌتها  من الإصابة بالل

من  إلى وقاٌتها BCG + alum-ALMبلقاح ٌحوي  Langurأدى حقن قرود 

إصابة حشوٌة باللٌشمانٌة الدونوفانٌة. هذا وأدى حقن الكلاب فً إٌران بجرعة وحٌدة من 

% من الإصابة باللٌشمانٌة الحشوٌة الكلبٌة. 7ٓإلى وقاٌة   BCG + alum-ALMلقاح 

أدى تلقٌح متطوعٌن سودانٌٌن من مناطق ؼٌر موطونة بجرعة وحٌدة بالأدمة من لقاح 

alum-ALM  + BCGٓٓٗو ٕٓٓو ٓٓٔو ٓٔرت جرعات تراوحت بٌن ، اختب 
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حتى   LSTمٌكروؼرام من بروتٌنات اللٌشمانٌة، إلى الحصول على أعلى نسبة انقلاب ب 

 . (ٗ) (ٔ)الآن  

لإصابة بلقاح مإلفاً من مشٌقات لٌشمانٌة الحساسة ل BALB/cأدى حقن فئران 

 montanideأو  BCGمع  KLM  +alumكبٌرة مقتولة بالفورمالٌن 

ISA720(MISA) إلى الحصول على استجابة مناعٌة وقائٌة هامة من نمط ،Th1  عند

" ولكن ظهرت MISA+KLMأو بلقاح  " "BCG+KLM"الفئران الممنعة سواء بـلقاح 

 .BCGٌح بـ  آثار جانبٌة بعد التلق

فً الآونة الأخٌرة قٌمت نتائج حقن الفئران بطفٌلٌات لٌشمانٌة دونوفانٌة مقتولة 

مواج حٌث تم تلقٌحها بطفٌلٌات لٌشمانٌة دونوفانٌة مقتولة بالأ Vervetبتطبٌقها على قرود 

 MISAأو  monophosphoryl lipid Aأو  alum-BCGمع أو بدون  فوق الصوتٌة

 بالمجموعات الممنعة بـ  Th1لسابق استجابة مناعٌة قوٌة من نمط . أعطى اللقاح ا720

"alum-BCG+Ag"   أو بMISA+Ag" وكانت أقوى عند استعمال ""MISA+Ag" 

مما أثر سلبٌاً على استخدامه كمادة  BCGلكن ظهرت آثار جانبٌة موضعٌة لدى استعمال 

 مساعدة فً لقاحات اللٌشمانٌة.

رب لتقٌٌم مدى فعالٌة المعالجة المناعٌة الكٌمٌائٌة تجاه حالٌاً تجرى فً السودان تجا

PKDL  حٌث ٌتم استخدام أربعة جرعات من"alum-ALM +BCG"  .مع البنتوستام

أعطت هذه المعالجة نتائج مبدئٌة مشجعة ومعدل شفاء عال فً المجموعة التى تلقت معالجة 

 . (ٗ) (ٔ)قط  مشتركة مقارنة مع المجموعة التً تلقت معالجة كٌمٌائٌة ف

 Fractionated Leishmania vaccineأجزاء من الطفٌلً  -5-5-2

preparation 

 وجود" الم"FML fucose mannose ligandبٌنت الدراسات أن مستضد 

دورة حٌاته مولد قوي للمناعة لدى الفئران والأرانب وهو  على سطح الطفٌلً طوال

الكلبً والبشري   Kala-azarمستضد حساس ٌسمح بالتشخٌص المصلً للإصابة بـداء 

"، آمنة ومستمنعة FML-saponinالناجم عن اللٌشمانٌة الطفلٌة. وبٌنت أن صٌؽة "

 CBقداد والأ Swiss albino miceو BALB/cوتسمح بوقاٌة كل من الفئران 

hamsters   . 



ٕ٘ 
 

لدى الكلاب فً منطقة برازٌلٌة موطونة باللٌشمانٌة  FMLتم تقٌٌم فعالٌة لقاح 

% من الكلاب الملقحة تجاه 1٘-1ٕالحشوٌة الكلبٌة والبشرٌة حٌث حٌث سمح بوقاٌة 

" عند الكلاب وقاٌة عالٌة FML-Quillaja saponinالإصابة الطبٌعٌة. حرض اللقاح "

 .(ٗ)الكلبً استمرت لمدة ثلاث سنوات ونصؾ بعد التلقٌح  kala-azarتجاه 

بمستضدات  CB hamstersقداد والأ BALB/cسمح حقن برٌتوان الفئران 

المكبسلة فً لٌبوزومات مشحونة إٌجابٌاً، كلقاح تجاه  lagاللٌشمانٌة الدونوفانٌة الذوابة 

الإصابة باللٌشمانٌة الدونوفانٌة، بوقاٌتها من العدوى بمشٌقات اللٌشمانٌة الدونوفانٌة 

اضح وارتفاع بمستوٌات و DTHالمفوعة. أظهرت الحٌوانات الممنعة فرط تحسس متؤخر 

المتولدة  IgG2a، ٌمكن أن تكون المستوٌات العالٌة من IgGأضداد اللٌشمانٌة من نمط 

 .  (ٗ)بعد التمنٌع السابق هً المسإولة عن المستوى الوقائً العالً 

بالمستضدات المفرزة المنحلة فً مستنبت زرع  BALB/cسمح حقن فئران 

 SEAgs L. major culture-derived soluble exogenousاللٌشمانٌة الكبٌرة 

antigens" لوحدها، أو مع "alum  المؤشوب الفؤري أو  ٕٔأو انترلوكٌنMISA 

لخلاٌا التائٌة عند الفئران ، كلقاح تجاه اللٌشمانٌة الكبٌرة بتحرٌض تكاثراً هاماً ل720

لوحده بٌنما ترافق رد الفعل المناعً السابق فً المجموعات التً تم  SEAgsالممنعة بـ 

مع انخفاض كبٌر بحجوم الآفة وانخفاض مئة مرة لعدد  SEAgsإضافة مادة مساعدة للـ 

 الطفٌلٌات مقارنة مع المستضد لوحده.

بالمستضدات الذوابة لمشٌقات  والقداد BALB/cحرض حقن برٌتوان الفئران 

-non-PC ،nonالمكبسلة فً لٌبوزومات  sLAgاللٌشمانٌة الدونوفانٌة الذوابة 

phosphatidylcholine محضرة من لبٌدات جراثٌم الإٌشرٌكٌة القولونٌة، رد فعل ،

أدى لحماٌة الحٌوانات الممنعة من الإصابة  "CD8+ CD4" مناعً خلوي قوي 

 ة ترافق مع استجابة خلطٌة قوٌة.باللٌشمانٌة الحشوٌ

منحلة ومنقاة لمشٌقات اللٌشمانٌة  SLAأدى حقن الفئران بمستضدات 

ومكبسلة فً لٌبوزومات، مع العامل  purified soluble L.major antigenالكبرى

 PS CpG " nuclease-resistant phosphorothioate CpGالمساعد 

oligodeoxynucleotides  أو "PO CpG " nuclease-sensitive 
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phosphodiester CpG ODNs  كنموذج لقاح جٌل أول تجاه داء اللٌشمانٌات ،"

الجلدي الفئري بالحصول على معدل وقاٌة عال بالمقارنة مع المجموعة الشاهدة وبدون 

 PO CpGأو  PS CpGاختلافات برد الفعل المناعً بٌن المجموعتٌن المحقونتٌن ب 

(ٗ)  . 

 second generation vaccinesلقاحات الجٌل الثانً   -5-6

 : لقاحات تستخدمتتضمن 

 طفٌلٌات حٌة مضعفةLive attenuated leishmania vaccines  

 مستضدات مؤشوبة لطفٌلٌات اللٌشمانٌةrecombinant antigens  

  مستضدات منقاة لطفٌلٌات اللٌشمانٌةLeishmania purified antigens 

  أو جراثٌم مؤشوبة فٌروساتrecombinant viruses and bacteria 

 لتسلٌم المستضد. deliver vehicles   كحوامل

 Live attenuated leishmania vaccines اللقاحات الحٌة المضعفة 5-6-1

ٌعتمد هذا النوع من اللقاحات على حقن أنواع حٌة من اللٌشمانٌة المعدلة جٌنٌاً من 

ة. تم سابقاً الحصول على اللقاحات الحٌة المضعفة اعتماداً على خلال تطفٌر جٌنات معٌن

حساسٌة هذه الطفٌلٌات للحرارة، أو للتشعٌع بؤشعة ؼاما، أو للتطفٌر الكٌمٌائً، أو باستنبات 

الطفٌلً تحت ضؽط أحد الصادات الحٌوٌة كالجنتاماٌسٌن حٌث تقود هذه الإجراءات إلى 

من شؤنها إزالة فوعة الطفٌلً وإزالة فعالٌته. أما  الحصول على طفرات ؼٌر محددة جٌنٌاً 

بتعدٌل جٌنوم اللٌشمانٌة نفسه للحصول على  الحٌة المضعفةحدٌثاً فٌتم الحصول علً 

 طفٌلٌات ذات طفرات بجٌنات معٌنة مرؼوبة.

على الرؼم من أنّ الطفٌلٌات المضعفة جٌنٌاً تحافظ على فوعتها المضعفة عند 

أنه ٌمكن أن ٌترافق استخدامها بعد تكرار زرعها مع استعادتها لفوعتها حقنها للإنسان، إلا 

عند حقنها للإنسان. كما ٌمكن أن ٌحدث إعادة التفعٌل عند الأشخاص مضعفً المناعة 

(1ٔ). 
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نشرت مجموعة هامة من التجارب التً استخدمت اللقاحات الحٌة المضعفة 

استخدمت طفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة  11٘ٔوسنستعرض فٌما ٌلً أهمها. فً أمرٌكا عام 

 dhfr-ts ،dihydrofolate reductaseالتً حذؾ منها الجٌن المرمز لأنزٌم 

Thymidylate synthase الضروري لاصطناع ،DNA ت هذه الطفٌلٌات ونجح

المضعفة فً تولٌد مناعة ضد الإصابة باللٌشمانٌة الكبٌرة المفوعة واللٌشمانٌة الأمازونٌة 

. تمت تجربة هذا IFNγوحفزت إنتاج أضداد نوعٌة دون إنتاج  BALB/cعند الفئران 

، لكنه فشل فً حماٌة ٕٕٓٓوفً البرازٌل عام  ٕٙٓٓاللقاح ضد القرود فً إٌران عام 

 . (1ٕ)من الإصابة باللٌشمانٌة الكبٌرة القرود

  جٌناستخدمت طفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة التً حذفت منها  ٕٗٓٓفً أمرٌكا عام 

LPg2  المرمزة لإنزٌم له دور فً نقل ٕ-لٌبوفوسفو ؼلٌكان ،GDP-mannose  لجهاز

ؼولجً، لتمنٌع الفئران. كمنت هذه الطفٌلٌات ضمن الفئران الممنعة بدون تولٌد المرض، 

الخمج حٌث استطاعت هذه الطفٌلٌات أنو تولد مناعة عند  ولكنها استطاعت تولٌد مناعة ضد

بٌنما فشلت لوحدها فً حماٌة فئران  باللٌشمانٌة الكبٌرةالفئران عالٌة الحساسٌة ضد التحدي 

C57bl/6  ونجحت عند مشاركتها بCPG  بٌنت دراسة أخرى فً  .(1ٖ)كمادة مساعدة

أن هذه الطفٌلٌات قد تستعٌد فوعتها وقدرتها على تولٌد المرض فً ظل  ٕٗٓٓأمرٌكا عام 

ضمن آلٌة تعوٌضٌة ما زالت ؼٌر معروفة، مما ٌوحً بؤن كمون الطفٌلً  جٌنالؼٌاب 

 .(1ٖ)ضمن المضٌؾ لاٌشكل صفة مرؼوبة فً اللقاحات المضعفة 

من المقاربات الأخرى المستخدمة لإضعاؾ طفٌلً اللٌشمانٌة هو إضافة جٌنات قاتلة 

suicidal cassette  ،ًإلى الجٌنوم والتً ترمز لمواد سامة، كؤحد الصادات الحٌوٌة مثلا

. فتم مثلا فً (1ٗ)وبالتالً تصبح الطفٌلٌات حساسة لهذه المادة وتموت عند تعرضها لها

تحضٌر سلالة من طفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة المطفرة بإدخال جٌنات  1ٕٓٓإٌران عام 

حٌث  gene targenting technologyقاتلة للطفٌلً باستخدام تقنٌة استهداؾ الجٌن 

-HSVالمؤخوذ من فٌروس الحلأ  Thymidine kinaseأنزٌم  جٌنتم إدخال مورثتٌن، 

أنزٌم  جٌن، وganciclovirلٌات حساسة لدواء والتً ٌجعل الطفٌ 1

Sacchromycescerevisiae cytosine  deaminase  والتً تجعلها حساسة

. أكدت الدراسات فً الزجاج إمكانٌة قتل الطفٌلٌات السابقة fluorocytosine-5لدواء 

وبٌنت  عند معالجتها بؤحد الدوائٌن أو بالدوائٌن معاً حٌث ٌكون تؤثٌرهما تآزرٌاً، هذا
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الدراسات فً الحً أن الطفٌلٌات الطافرة السابقة تسبب حطاطات شدٌدة عند فئران 

BALB/c  لكنها تشفى خلال أسبوعٌن من المعالجة بهذٌن الدوائٌن أو بؤحدهما مما ٌسمح

أشهر على الأقل ضد الإصابة مرة أخرى  ٗلهذه الفئران المعالجة أن تبدي مقاومة لمدة 

 .(1ٗ)ة الكبٌرة ؼٌر المطفرةبطفٌلٌات اللٌشمانٌ

لطفٌلٌات  recombinant antigensالتلقٌح باستخدام مستضدات مأشوبة  5-6-2

 اللٌشمانٌة

، حٌث تم تحضٌر هذه 11ٓٔخدام البروتٌنات المؤشوبة والعمل علٌها عام بدأ است

المستضدات التً تتؤلؾ من بروتٌن مؤشوب واحد أو من مجموعة من البروتٌنات المؤشوبة. 

وؼالباً ما استُخدمت مع مواد مساعدة أو تم إٌصالها بواسطة أحد أنواع الجراثٌم. تم اختبار 

ستضدات السابقة وقدرتها على حماٌة الفئران، ولكن لم ٌصل القدرة المولدة للمناعة للم

سوى بعضها إلى مراحل التجارب على القرود لكشؾ قدرتها على الوقاٌة من الإصابة 

باللٌشمانٌة الجلدٌة، أو التجارب على الكلاب لكشؾ قدرتها على الوقاٌة من الإصابة 

. تمتاز هذه (1٘)الثالث عند الكلابباللٌشمانٌة الحشوٌة، ولم ٌصل أي منها لتجارب الطور 

اللقاحات بكونها آمنة، ولا تتداخل مع المناعة الخلقٌة أو مع اللقاحات أخرى، وتحرض 

استجابة مناعٌة قوٌة. لكنها تمتلك مجموعة من السلبٌات حٌث تحتاج إلى مواد مساعدة 

لأن البروتٌن لوحده  Th1لتعزٌز قدرتها الاستمناعٌة وتحوٌل نمط الاستجابة المناعٌة إلى 

، ومكلفة، وٌممكن أن تتلوث بالمواد Th2ح ٌحرض استجابة مناعٌة فقط من النمط كلقا

الجرثومٌة، ونحتاج إلى حقن كمٌات كبٌرة من المستضد لتؤمٌن الاستجابة المناعٌة 

. نشرت مجموعة هامة من التجارب التً استخدمت اللقاحات السابقة حٌث (1ٓ)المطلوبة

كعامل مساعد، إلى تولٌد مناعة   BCGالمؤشوب، مع  gp63أدى تمنٌع القرود بالمستضد 

 gp63بالمستضد  7ٕٓٓفً إٌران عام  BALB/cجزئٌة لدٌها. كما أدى تمنٌع الفئران 

 CPG-ODN "cytosine phosohateالمؤشوب، مع العامل المساعد 

guanosine- oligodeoxy nucleotide"   كعامل مساعد إلى زٌادة الاستجابة

المناعٌة وتؤمٌن الحماٌة للفئران الممنعة ضد الإصابة بطفٌلٌات  اللٌشمانٌة الكبٌرة و ترافقت 

وارتفاع نسبة  IL-4توٌات منخفضة من و مس IFN-γهذه الحماٌة مع مستوٌات عالٌة من 

 . IgG2a/IgG1 (1ٙ)الأضداد 
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بالجزيء 11ٖٔعام  الولاٌات المتحدة الامٌركٌةفً  CBAأدى تمنٌع الفئران 

GP46/M2  المستخلص من طفٌلٌات اللٌشمانٌة الأمازونٌة، وبوجود جراثٌم الوتدٌات

كعامل مساعد، ثم إخماجها باللٌشمانٌة  Corynebacterium parvum الصؽٌرة

لخمج. بٌنما أدى تطبٌق ما سبق مقاومة بشكل كامل ل CBAإلى جعل فئران  الأمازونٌة

إلى اكتساب هذه الفئران لمناعة جزئٌة فقط، وترافقت مع تناقص  BALB/cعلى الفئران 

 . IgG2a/IGg1 (17)أعداد الطفٌلٌات فً الآفات الجلدٌة وارتفاع نسبة الأضداد 

                    LACKبالمستضد  ٖٕٓٓفً كندا عام  BALB/cهذا ولم ٌحقق تمنٌع فئران 

"Leishmania homolog of receptors for Activated C Kinase "

 rIL-12كبروتٌن مؤشوب لوحده الحماٌة ضد طفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة لكن أدى حقنه مع 

دى الفئران الممنعة. علماً أن دراسة أخرى كمادة مساعدة إلى تحرٌض حماٌة جزئٌة ل

على تحرٌض استجابة مناعٌة وقائٌة واضحة تجاه الإصابة  LACKأظهرت قدرة 

 .BALB/c (11)بطفٌلٌات اللٌشمانٌةالأمازونٌة عند فئران 

مكون من مزٌج من السٌستئٌن بروتٌاز  11٘ٔفً أسترالٌا عام سمح استخدام لقاح 

A "CPA"  والسٌستئٌن بروتٌازB "CPB" بالمشاركة مع مزٌج العاملٌن المساعدٌن ،

CpG-ODN وMontanide 720 بتحرٌض استجابة مناعٌة ،Th1  وبالتالً حماٌة

 .(٘ٗ)من الإصابة باللٌشمانٌة الطفلٌة BALB/Cالفئران 

 بالبروتٌن BALB/Cالفئران أن حقن  ٕٓٓٓبرٌطانٌة عام بٌنت دراسة 

HaspB1  ،"Hydrophilic acylated surface protein B1"  ٌولد مناعة لدى

 .(11)الفئران وٌحمٌها من الإصابة باللٌشمانٌة الدونوفانٌة 

، بالمشاركة مع العامل H1قدرة الهٌستون  ٖٕٓٓسوٌسرٌة عام دراسة بٌنت 

حماٌة القرود من الإصابة الجلدٌة باللٌشمانٌة ، على Montanide ISA 721المساعد 

 . (ٓٓٔ)الكبٌرة

القرود و BALB/Cأن حقن الفئران  7ٕٓٓأظهرت أخٌراً دراسة إٌرانٌة عام 

" والبروتٌن TSA" Thiol specific antioxidantبلقاح مكون من البروتٌن 

LmSTI1وهلامة هٌدروكسٌد الألمنٌوم كعاملٌن مساعدٌن،  ٕٔكل من الإنترلوكٌن  ، مع

 Leish-111fمن إصابة جلدٌة باللٌشمانٌة الكبٌرة. كما تمكن اللقاح ٌحمٌها بشكل قوي 
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المكون من مجموعة من البروتٌنات المؤشوبة من حماٌة الفئران من الإصابة باللٌشمانٌة 

 وبروتٌن للٌشمانٌة الكبٌرة، TSAاللقاح على البروتٌن ٌحتوي هذا حٌث الجلدٌة والحشوٌة 

LmSTI1 لطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة stress inducible protein-1"" وبروتٌن ،

LeIF  للٌشمانٌة البرازٌلٌة "عامل التطاولelongation initiation factor وذلك ،"

أحادي الفوسفورٌل وهو مكون من لبٌد  MPL-SEفً صٌؽة واحدة مع العامل المساعد 

monophosphoryl lipid MPL   والسكوالٌنsqualene لكن اللقاح السابق لم .

 .(ٔٓٔ) IIIٌستطع حماٌة الكلاب الملقحة به من الإصابة فً تجارب الطور 

 recombinant viruses et لقاحات تستخدم فٌروسات أو جراثٌم مأشوبة 5-6-3

bacteria  كحوامل ناقلة deliver vehicles 

بة المستخدمة عن مستضدات الطفٌلً بالإضافة تعبر الفٌروسات أو الجراثٌم المؤشو

لعملها كمواد مساعدة، حٌث استخدمت مجموعة من الجراثٌم والفٌروسات وسنستعرض فٌما 

أن حقن الفئران بجراثٌم سلمونٌلا تٌفٌمورٌوم  11ٌ٘ٔلً أهمها. بٌنت دراسة برٌطانٌة عام 

نزٌم البروتٌاز إ جٌن ، أدخل إلٌهاSalmonella thypymurium mutantالطافرة 

ٌإدي إلى حماٌة الفئران من الإصابة الجلدٌة  ،لطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة gp63السطحً 

 gp63إنزٌم البروتٌاز السطحً  جٌن. كما سمح إدخال (ٕٓٔ)بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة 

وحقن الفئران بالجراثٌم الطافرة السابقة إلى حماٌة  BCGضمن جراثٌم  الكبٌرةللٌشمانٌة 

 . (ٖٓٔ)الفئران من الإصابة الجلدٌة بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة 

أن حقن الفئران بطفٌلٌات المقوسات الؽوندٌة  ٕٔٓٓبٌنت دراسة كولومبٌة عام 

 membraneمستضد البروتٌن السوطً  جٌنالمضعفة بالحرارة، والمدخل لها 

protein- KMP11 kinetoplastid  ٌإدي إلى حماٌة الفئران من الإصابة الجلدٌة ،

 . (ٗٓٔ)بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة 

بفٌروس جدري البقر  BALB\cأن حقن فئران 11ٖٔأمرٌكٌة عام بٌنت دراسة 

-Gp46\Mتعبر عن البروتٌن السكري السطحً جٌن، بإدخال vaccinia virusالطافر 

2\PSA-2  كما (1ٖ) للٌشمانٌة الأمازونٌة ، بالوقاٌة من الإصابة باللٌشمانٌة الأمازونٌة .

التً تعبر  جٌنالفٌروس جدري البقر أٌضاً بعد إدخال  ٕٕٓٓاستخدمت دراسة إسبانٌة عام 
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،  حٌث أدى حقن الفئران بالجراثٌم المطفرة الساٌقة الطفلٌةللٌشمانٌة  LACKعن المستضد 

  .(٘ٓٔ)إلى وقاٌتها من الإصابة بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة 

 لقاحات الجٌل الثالث "لقاح الدنا"  -5-7

تحرض لقاحات الدنا استجابة مناعٌة كاملة ضد المستضد الذي ترمز له، حٌث 

. ٌشكل التمنٌع باستخدام naked DNA vaccinesتسمى أٌضاً لقاحات الدنا العاري 

حٌث  الدنا مقاربة واعدة وانقلاباً جدٌداً فً مجال المعالجة والحماٌة من الأمراض الخمجٌة،

المرمزة للبروتٌنات الهدؾ ضمن بلاسمٌد ثم ٌتم حقن الدنا بشكل مباشر  جٌناتٌتم إدخال ال

ضمن الأدمة أو ضمن العضل. تلتقط الخلاٌا التؽصنٌة المستضدات المفرزة من خلاٌا 

المستضدات  جٌناتالعضلات إلى الفراؼات الخلوٌة للعضلة. ٌتم التعبٌر عن بروتٌنات 

الخلاٌا حقٌقٌة النوى الموجودة فً هذا الموقع والتً تقوم بؤخذ البلاسمٌد  المستخدمة بواسطة

مفردة أو مجموعة  جٌنالمرمز للمستضدات الهدؾ. تستخدم لقاحات الدنا جزٌئة دنا مفردة ل

جٌنات ضمن بلاسمٌد ٌرمز لعدة مستضدات. تمتاز لقاحات الدنا بؤنها طرٌقة تمنٌع آمنة جداً 

تعضٌات ممرضة ٌمكن أن تستعٌد فوعتها لاحقا ضمن المضٌؾ لأنها لا تحتوي أٌة م

 CpGدوراً هاماً فً لقاحات الدنا. ترتبط تسلسلات الـ  CpG جٌن. تلعب إضافة (1ٓ)

 non-methylated CpG sequences ofؼٌر الممتٌلة المستخدمة كناقل 

bacteria مع المستقبل ،TLR- 9  الموجود على سطح الخلاٌا التؽصنٌة وتحرض

ٌة الساذجة على التماٌز إلى اللذان ٌحفزان الخلاٌا التائ  1ٔو  ٕٔاصطناع الإنترلوكٌن 

Th1  التً تولد بدورها مناعة متواسطة بالخلاٌا، وتحفز الخلاٌاT  السامة، وتحرض كذلك

فً الفئران،  IgG2على اصطناع أصناؾ محددة من الأضداد مثل  B cellsالخلاٌا البائٌة 

صابة بطفٌلٌات وٌلعب مجموع الخلاٌا السابقة بؤكملها دوراً هاماً فً توفٌر الحماٌة ضد الإ

 .(1ٓ)اللٌشمانٌة طبٌعٌة الفوعة 

تتمٌز لقاحات الدنا بخصائص متعددة تجعلها متمٌزة عن باقً اللقاحات فهً آمنة، 

وسهلة التصنٌع ورخٌصة الثمن، وثابتة بمختلؾ درجات الحرارة مما ٌجعل عملٌة النقل 

متعددة تعبر عن عدة مستضدات وبالتالً  جٌناتوالتخزٌن سهلة ورخٌصة، وٌمكن تجمٌع 

 Th1ٌشمانٌة، وتحرض استجابة مناعٌة خلوٌة من النمط تشكٌل مناعة ضد معظم أنواع الل

(1ٓ). 
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 BALB/cالمقاومة وفئران  3H/HEفئران  111ٔاستخدمت دراسة أمرٌكٌة عام 

 جٌناتالحساسة، المصابة باللٌشمانٌة الكبٌرة، لدراسة فعالٌة لقاح دنا ٌرمز لمجموعة من ال

 و GP63لعلاج هذه الفئران. أكدت هذه الدراسة أن لقاحات الدنا، التً ترمز لكل من 

LACK و PSA2لاج المرض لدى كل من الفئران المقاومة والحساسة ، تلعب دوراَ فً ع

(ٔٓٙ) (ٔٓ7)(ٔٓ1). 

تشفر لكل من  جٌناتفشل لقاح دنا، ٌحتوي عدة  7ٕٓٓدراسة اسبانٌة عام  تبٌن

KMII و TRYP و LACK و GP63 فً حماٌة الكلاب من الإصابة باللٌشمانٌة ،

مع الفرضٌة القائلة بامكانٌة الحصول على استجابة مناعٌة  تتفق هذه الدراسةالطفلٌة. لا 

ة بشكل أكبر عند حقن أكثر من مستضد ضمن لقاح واحد، وبالتالً لا تإمن بالضرورة فعال

 .(1ٓٔ)لقاحات الدنا المرمزة لعدة مستضدات مناعة أفضل تجاه خمج اللٌشمانٌة 

الهٌدرولاز نٌكلٌوزٌد الذي ٌبلػ وزنه  جٌن ٕ٘ٓٓاستخدمت دراسة مكسٌكٌة عام 

، كعامل ممنع مما سمح FML، المكون الأساسً NH36-DNAكٌلو دالتون  ٖٙالجزٌئً 

قوٌة منعت الفئران ضد اللٌشمانٌة الشاؼاسٌة واللٌشمانٌة  Th1بتحرٌض استجابة 

المكسٌكٌة وقدد عزز استخدام فوسفات الألمنٌوم كمادة مساعدة من الاستجابة المناعٌة 

(ٔٔٓ) . 

 N-terminal domaineسمح تلقٌح الفئران الذهبٌة بالدنا المشفر للجزء النهائً 

، من اللٌشمانٌة الدونوفانٌة  proteophosphoglycans (ppgs)بروتٌن  جٌنل

أشهر بعد التحدي  ٙ% من الفئران ونجاة جمٌع الفئران والحٌاة لمدة 1ٓبحدوث وقاٌة عند 

 mRNAز إنتاج كمٌات كبٌرة من الرنا الرسول باللٌشمانٌة الطفلٌة. حٌث لوحظ تحفٌ

، وانخفاض التعبٌر عن ٕٔالخاص بكل من أكسٌد النترٌك والانترفٌرون ؼاما والانترلوكٌن 

 .(ٔٔٔ) ٓٔو ٗالرنا الرسول الخاص بالانترلوكٌنات 

جراثٌم السلمونٌلا التٌفٌة الفؤرٌة  11ٓٔاستخدمت دراسة برٌطانٌة عام 

Salmonella typhimurium  كناقل للجٌن المرمز لبروتٌنGp63  حٌث أدى اعطائها

 DTHقوٌة من دون أن ٌسبب استجابة  Th1للفئران بالطرٌق الفموي، إلى تٍحفٌز استجابة 

راثٌم السابقة،  استجابات ملحوظة وقوٌة ضد قابلة للكشؾ. سمح حقن الفئران عضلٌاً بالج

% من الفئران بعد اختبارالتحدي ٖٓالإصابة باللٌشمانٌة الكبٌرة لكن لم ٌنج سوى 
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من اللٌشمانٌة الأمازونٌة مع  Gp46  جٌن. هذا وسمح مزج (ٕٔٔ)باللٌشمانٌة الكبٌرة

 BALB\cمن اللٌشمانٌة المكسٌكٌة بزٌادة معدل حماٌة فئران  Gp63و CPBمورثتً 

 .(ٖٔٔ)ن الإصابة باللٌشمانٌة المكسٌكٌةم

و  H2Aمكون من مزٌج بلاسمٌدات الهٌستونات الأربعة  DNAوأخٌراً سمح لقاح 

H4 وH3 وH2B  بحماٌة الفئران ٕٔٔٓفً أسترالٌا عام ،BALB/C  من الإصابة

 .(ٗٔٔ)باللٌشمانٌة الكبٌرة 

لكن وبالرؼم من مٌزات لقاح الدنا آنفة الذكر فإنها لم تصل حتى الٌوم إلى مرحلة 

 .IIIتجارب الطور 

 salivaryلقاحات تعتمد على المستضدات الموجودة فً لعاب الفاصدة  -5-8

antigens 

بٌنت الدراسات أن لعاب ذبابة الرمل ٌعزز شدة الإصابة بداء اللٌشمانٌات، وبالتالً 

ٌر لقاحات ضد العناصر الموجودة فً لعاب الفاصدة أو ضد مستضدات فً فقد تم تطو

بلعوم الحشرة وذلك بهدؾ تخفٌؾ حدة المرض وإنقاص قدرة الطفٌلً على التكاثر. 

لتلقٌح فئران  Phlebotomus papatasiاستخدمت بروتٌنات الفاصدة الباباتاسٌة 

CBA/CaH-T6J mice  حٌث سمح حقنها بكل من البروتٌن 

MAXADILAN والبروتٌنSP15  الموجودٌن فً اللعاب، بجعلها مقاومة للإصابة

  .(ٙٔٔ)(٘ٔٔ)باللٌشمانٌة الكبرى 

 المواد المساعدة -5-9

والذي تعبر  MHCIIمع المعقد ببتٌد  Th0الساذجة ٌإدي ارتباط الخلاٌا التائٌة 

 خلاٌا إلى تحولها إلىأي الارتباط السابق،  عنه الخلاٌا المقدمة للمستضد، فً هذه المرحلة

Th1  أوTh2  مما ٌسمح بتحدٌد مسار ونتٌجة الاستجابة المناعٌة. هذا وٌعتقد أن المواد

وهً النمط الفعال  Th1المساعدة تساهم فً هذه المرحلة فً توجٌه الاستجابة المناعٌة نحو 

فً حالة العوامل الممرضة داخل الخلوٌة كطفٌلٌات اللٌشمانٌة. ٌمكن أن نذكر من هذه 

الأملاح المعدنٌة مثل فسفات الألمنٌوم أو هٌدروكسٌد الألمنٌوم أو  العومل المساعدة

السابونٌنات، أو عوامل مساعدة مشتقة من الجراثٌم مثل لٌبوفوسفوسكارٌد 
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ولٌبوفوسفوؼلٌكان ومونوفوسفورٌل لٌبٌد، أو عوامل استحلابٌة تشكل مستحلبات من نمط 

وعامل فروند الناقص، أو  muramyldipeptidزٌت فً الماء مثل المورامٌل دي ببتٌد 

. هذا واستخدمت poloxamerMontanide (ٔٔ7)بولٌمٌرات مثل بولوكسامٌر 

حٌث وجد BCG مثل لقاح ال ةالجراثٌم المضعفة أٌضاً كمواد مساعدة فً لقاحات اللٌشمانٌ

 جٌناتو BCGجٌناتوٌعتقد أن ذلك ٌعود للتشابه بٌن  ،Th1أنه ٌحرض استجابة 

اللٌشمانٌة، لكنه ٌحرض أٌضاً تفاعلات المناعة الذاتٌة ولا ٌمكن استخدامه عند مضعفً 

. وٌجب ألا ننسى أخٌراً المواد المساعدة الواعدة، وهً سٌتوكٌنات منحلة (1ٔٔ)المناعة

وسٌتوكٌن العامل IL- 12 مثل   Th1بقدرتها على توجٌه الاستجابة المناعٌة نحومعروفة 

 GM-CSF "Granulocyte-macrophage المحفز لمستعمرات البالعات المحببة

colony-stimulating factor "(ٔٔ1). 

 

 المستهدفة لتصنٌعها كلقاح دنا فً دراستنا  جٌناتال -6

وعاااة طفٌلٌااات اللٌشااامانٌة لاماااتلاك هااذه الطفٌلٌاااات لمجموعااة مختلفاااة مااان تعااود ف

الجزٌئات تشامل المستضادات المفارزة أو الساطحٌة والمستضادات الاداخل خلوٌاة. فاً حاٌن 

تلعب المستضدات المفرزة والسطحٌة دوراً هاماً فً إحداث العدوى وحماٌة الطفٌلً مان رد 

، Envasiveاً كمحااددات مستضاادٌة ؼازٌااة الفعاال المناااعً الباادئً للمضااٌؾ وتلعااب دور

 .(ٕٓٔ)تلعب المستضدات داخل خلوٌة دوراً فً تحدٌد النمط الظاهري للمرض

بٌناات الدراسااات ارتفاااع مسااتوى الأضااداد المضااادة للٌشاامانٌة لاادى المصااابٌن بااداء 

المصاابٌن باداء اللٌشامانٌات الجلادي. اللٌشمانٌات الحشوي، مقارنة بمستواها المنخفض عناد 

لأضاداد حالٌااً، ، تساتخدم هاذه ا(ٕٔٔ)بالرؼم من عدم وضوح دور هذه الأضداد حتى الآن 

سااواء أكاناات ضااد مستضاادات المشااٌقات أو اللٌشاامانات، فااً التشااخٌص المصاالً لهااذا الااداء 

 وفً إمكانٌة تحضٌر لقاح واقً من الإصابة.  (ٕٗٔ) (ٖٕٔ) (ٕٕٔ)(ٕٔٔ)

أظهاار مسااح أجااري علااى مصااول مرضااى مصااابٌن باللٌشاامانٌة وجااود العدٌااد ماان 

 (ٕٙٔ) (ٕ٘ٔ)المُستمنعات كالبروتٌنات ؼٌر المفارزة والتاً تشاكل الهٌساتونات جازء منهاا

. تسمى هاذه البروتٌناات الاداخل خلوٌاة "ومان ضامنها الهٌساتونات" المصاانة بشاكل (7ٕٔ)

 .Panantigens(ٕٔ1)كبٌر والمحرضة لاستجابات مناعٌة قوٌة، بمستضدات 
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، بمااا فٌهااا الهٌسااتونات، مسااتوٌات عالٌااة ماان Panantigensتنااتج مستضاادات 

الأضداد كنتٌجة مباشرة لتفعٌل اللمفاوٌات البائٌة متعددة النسائل كما لوحظ فاً داء شااؼاس 

. وتشكل هذه المستضدات هدفاً لأضداد المناعة الذاتٌة، التاً تتشاكل كنتٌجاة (ٖٓٔ) (1ٕٔ)

. تكااون الاسااتجابات المناعٌااة تجاااه مستضاادات (ٖٔٔ)للإصااابة بااؤمراض المناعااة الذاتٌااة 

Panantigens إنتااج لأضاداد ، سواء الخلطٌة أو الخلوٌة، نوعٌة بشكل كبٌر ولا ٌرافقهاا

 . (ٖٖٔ) (1ٕٔ) (ٕٖٔ)ذاتٌة 

تعتبر الهٌستونات بروتٌنات بنٌوٌة تملك دوراً هامااً فاً تنظاٌم وظٌفاة الادنا وتنظاٌم 

 H2Aعملٌة النسخ وتعدٌلات ما بعد الترجمة. هنااك أربعاة أصاناؾ هاماة مان الهٌساتونات 

والتااً تشااكل لااب الجسااٌم النااووي. تعتباار هااذه البروتٌااات ذات الااوزن  H4و H3و H2Bو

 .(ٖٗٔ)ات صوناً ضمن الكائنات حقٌقٌة النواة الجزٌئً المنخفض أكثر البروتٌن

تاام إثبااات وجااود أضااداد الهٌسااتونات فااً مصااول الكاالاب المصااابة بااداء اللٌشاامانٌة 

%  بالنسابة 7ٕالطفلٌة الحشوي حٌث بلؽات نسابة أضاداد الهٌساتونات عناد الكالاب الساابقة 

% ٗٗ، وH3% بالنساابة لأضااداد 1ٙ، وH2B% بالنساابة لأضااداد ٓٙ، وH2Aلأضااداد 

وٌات أضااداد الهٌسااتونات فااً مصااول . سااجل أٌضاااً ارتفاااع فااً مسااتH4بالنساابة لأضااداد 

 .(ٖ٘ٔ)المصابٌن بداء اللٌشمانٌة الحشوي مما سمح باستخدامها كمعلم تشخٌصً للإصابة 

على الرؼم من كون هذه الهٌساتونات مصاانة بشاكل كبٌار، فاإن الاساتجابة الخلطٌاة 

تجاه هذه الهٌستونات أثناء الإصابة ناجمة فقط من هٌستونات الطفٌلً حٌث لم ٌلاحظ نهائٌااً 

حااادوث رد فعااال منااااعً تجااااه هٌساااتونات المضاااٌؾ. أظهااار المساااح المنااااعً للمحاااددات 

تتضاامن فقااط المناااطق الأكثاار اختلافاااً بااٌن هٌسااتونات  المستضاادٌة للمفاوٌااات البائٌااة أنهااا

 .(7ٖٔ) (ٖٙٔ) (7ٕٔ)اللٌشمانٌة الطفلٌة

فً حٌن ٌتعرض جهازنا المناعً للمستضدات المفرزة والسطحٌة بشاكل مبكار مناذ 

خالال  Panantigensلحظة دخول الطفٌلٌات إلى الجسام، فإناه ٌتعارض للمستضادات الاـ 

 Panantigensالطور الطبٌعً من الإصابة حٌث ٌحدث التعارؾ باٌن هاذه المستضادات 

هاذا الاتحطم عناد دخاول الطفٌلاً، نتٌجاة  والجهاز المناعً بعاد تحطام الطفٌلاً فقاط. ٌحادث

 .(1ٖٔ)لدؼة ذبابة الرمل، حٌث ٌتحطم قسم من هذه الطفٌلٌات عند دخولها للمضٌؾ 
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-ٓٓٔلا ٌفسر انخفاض عدد الطفٌلٌات التً تدخل مبادئٌاً أثنااء لدؼاة الحشارة، باٌن 

طفٌلااً، لوحااده التنااوع الكبٌاار لكاال ماان الجمهاارات الخلوٌااة المناعٌااة والمتواسااطات  ٓٓٓٔ

المناعٌااة خاالال طااور العاادوى. لااذلك ٌفتاارض أن ٌكااون الجساام قااد تعاارض لفتاارة طوٌلااة 

 .(1ٖٔ)رض سرٌري واضح قبل ظهور أي ع Panantigensلمستضدات 

دوراً تآزرٌاااااً عااااابراً مااااع  Panantigensٌلعااااب التحاااارر المبكاااار لمستضاااادات 

ما ٌشابه الساتار  Panantigensالمستضدات المفرزة والسطحٌة، حٌث تشكل مستضدات 

لتؽطٌاة المستضادات المفارزة والساطحٌة التاً تسامح بادورها  smoke screenالادخانً 

ن أن ٌساهم رد الفعال المنااعً المتطاور ببدء العدوى بواسطة الطفٌلٌات الحٌة. وبالتالً ٌمك

فاً التموٌاه عان جزٌئاات الطفٌلاً المساإولة عان ؼازو  Panantigensتجاه مستضادات 

الخلاٌاااااا البالعاااااة. ٌظهااااار بروفاٌااااال الاساااااتجابة الخلطٌاااااة تحااااارراً ثابتااااااً للمستضااااادات 

Panantigens وٌظهر البروفاٌل السابق أٌضاً أن (ٖٕٔ) (ٓٗٔ) (1ٖٔ)خلال العدوى .

هاذه المستضادات تنشااؤ مان الطفٌلٌااات إماا نتٌجاة لااتحطم اللٌشامانات الااداخل خلاوي بواسااطة 

البالعااات المفعلااة، أو تحطاام اللٌشاامانات المتحااررة نتٌجااة انفجااار البالعااات، أو نتٌجااة تحلاال 

 .(ٕٓٔ)خلوي عفوي للٌشمانات داخل الخلاٌا المصابة 

فً داء اللٌشمانٌات النشط، ٌبدو أنّه ٌحادثَ اساتعطال بالبالعاات المصاابة ٌاإدي إلاى 

. لااذلك ماان ؼٌاار المتوقااع أن ٌكااون (ٖٗٔ) (ٕٗٔ)(ٔٗٔ)ضااعؾ فااً فعالٌتهااا ووظٌفتهااا 

هااو ماان تلااك البالعااات المصااابة. وعلااى الاارؼم ماان أن  Panatigensمصاادر مستضاادات 

انات الحاارة، المتحااررة ماان البالعااات التااً انفجاارت، ٌمكاان أن تقااوم بإخماااج البالعااات اللٌشاام

ساوى بؤعاداد قلٌلاة ؼٌار قابلاة للكشاؾ حتاى فاً حاالات  وجاودالأخرى مباشارة إلا أنهاا لا ت

الإصااابة الشاادٌدة وبالتااالً لا ٌمكاان أن تشااكل مصاادراً رئٌسااٌاً للحصااول علااى مستضاادات 

Panantigens(ٕٔٓ) كما ٌإدي بطء تضاعؾ اللٌشمانات ضمن البالعات وقدرتها على .

ح ببقااء اللٌشاامانات لفتاارة اتاؤخٌر عملٌااة الاسااتماتة فاً البالعااات المخموجااة بشادة، إلااى الساام

 Panantigensطوٌلااة ضاامن البالعااات وبالتااالً لا تعااد مصاادراً هاماااً للحصااول علااى 

(ٕٔٓ) . 
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اء على ما سبق فإن الفرضٌة الأكثر قبولاً بالنسبة لمراحل تحرر هذه المستضدات بن

داخل خلوٌاة وهاو ماا ٌطلاق علٌهاا بعاض العلمااء الاهً الانحلال الخلوي العفوي للٌشمانات 

 .(ٗٗٔ)عملٌة الاستماتة. 

ٌإدي تحرر هذه المستضدات إلى تاؤثٌر تادرٌجً تازداد أهمٌتاه ماع تطاور الإصاابة 

وزٌادة الحمل الطفٌلً، مما ٌفسر  العلاقة باٌن هاذه المستضادات وشادة الباثولوجٌاا المناعٌاة 

 .(ٕٓٔ)المرتبطة بعدوى اللٌشمانٌة 

تعدٌل الجهاز المناعً بكونها بروتٌنات  على Panantigensٌمكن أن ترتبط قدرة 

. وبالتالً ٌمكن أن تإمن Immune pressureداخل خلوٌة لم تتعرض للضؽط المناعً 

. كما نعلم تسبب طفٌلٌات اللٌشمانٌة (ٔٗ)خواصاً معدلة للمناعة مهمة لتصمٌم اللقاحات 

ط المناعً حدوث تثبٌط مناعً عند الانسان، تلعب الأضداد  دوراً فً تؤخٌر حدوث التثبٌ

السابق سواء نتٌجة التؤثٌر الحال للطفٌلً لهذه الأضداد أو نتٌجة دورها فً تخرٌب بنٌة 

 .(ٔٗ)ووظٌفة البروتٌن

  Panantigensتفسٌر القدرة الاستمناعٌة لمستضدات  -6-1

ضمن الخلاٌا عادة بشكل بروتٌنات متعددة  Panantigensمستضدات  وجدت

لٌشمانات مع تحرر كمٌات كبٌرة من معقدات . ٌترافق تحطم الmultimersالقسٌمات 

متعددة المكونات تحتوي على هذه المستضدات. ٌتم بعدها بلعمة هذه المستضدات ومعالجتها 

، كالبالعات ؼٌر المصابة أو الخلاٌا APCsمن قبل خلاٌا متخصصة مقدمة للمستضد 

معقدات توافق نسٌجً التؽصنٌة أو اللمفاوٌات البائٌة، التً تقدم هذه المستضدات بواسطة 

 . MHCӏӏ (ٕٔ1)من النمط الثانً 

 

عند الإنسان والحٌوانات  Panantigensٌعزى رد الفعل المناعً تجاه مستضدات 

المصابة بداء اللٌشمانٌات إلى ثلاثة عوامل أساسٌة تشمل وفرة وجود هذه المستضدات 

كمعقدات جوالة خلال الإصابة باللٌشمانٌة، والثباتٌة العالٌة للبروتٌنات النووٌة، وأخٌراً 

قدمة للمستضد على قبط هذه المستضدات كون الجزٌئات المتعددة ارتفاع قدرة الخلاٌا الم

المكونات تدخل إلى الخلٌة بشكل أكثر فعالٌة من المستضدات الذوابة. علاوة على ذلك، 

، Panantigensٌمكن أن تحرض الخلاٌا الذاكرة المتولدة عن تعرض قدٌم لمستضدات 
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وجودة فً الفلورا الطبٌعٌة، رد ناتجة من عوامل إخماجٌة أخرى أو من عضٌات دقٌقة م

لطفٌلٌات اللٌشمانٌة  Panantigensفعل مناعً سرٌع عندما ٌتم تحرٌضها بمستضدات 

نموذجاً افتراضٌاً للقدرة الاستمناعٌة لمستضدات  ٘ٔ. هذا وٌبٌن الشكل (1ٕٔ)

Panantigens  .أن انحلال الطفٌلٌات، بواسطة  حٌث خلال الإصابة بداء اللٌشمانٌات

آلٌات مناعٌة نوعٌة وؼٌر نوعٌة، ٌإدي إلى تحرر كمٌات كبٌرة من البروتٌنات الداخل 

ات عدٌدة البروتٌن. وٌفترض هذا النموذج أن خلوٌة. تشكل معظم هذه المستضدات معقد

قبط ومعالجة هذه المستضدات من قبل الخلاٌا المتخصصة المقدمة للمستضد ٌمكن أن ٌتم 

بثلاثة طرق. ٌمكن أن ٌسمح وجود هذه المستضدات بشكل معقدات إلى جعلها أكثر قابلٌة 

القبط نتٌجة لوجود مستقبلات للبلعمة من قبل الخلاٌا التؽصنٌة والبالعات. كما ٌمكن أن ٌتم 

على سطح الخلاٌا المقدمة للمستضد كالخلاٌا  Panantigensنوعٌة لمستضدات 

التؽصنٌة والبالعات. وأخٌراً ٌمكن أن ٌتم التعرؾ على المناطق المصانة لهذه البروتٌنات 

ض على سطح بعة وجودمن قبل مستقبلات الؽلوبولٌنات المناعٌة، أضداد مناعٌة ذاتٌة، الم

 اللمفاوٌات البائٌة.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

صابة بداء خلال الإ Panantigens.نموذج افتراضً للقدرة الاستمناعٌة لمستضدات 15شكل 

 .(128) اللٌشمانٌات
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  H2A جٌن -6-2

 H2A جٌنلمحة عامة عن  -6-2-1

لدى كل من اللٌشمانٌة  جٌنال اهذ وجودٌزوج أساس.  H2A ٖ11 جٌنٌبلػ طول 

الكبٌرة، واللٌشمانٌة الطفلٌة، واللٌشمانٌة البرازٌلٌة، واللٌشمانٌة المكسٌكٌة، واللٌشمانٌة 

شفر هذه ٌة المدارٌة. عند اللٌشمانٌ جٌنالالدونوفانٌة. لم ٌتم حتى الآن نشر تسلسل هذه 

 1ٖ٘,ٖٔحمضاً أمٌنٌاً، وٌبلػ وزنه الجزٌئً  ٕٖٔالذي ٌتؤلؾ من  H2Aللهٌستون  جٌنال

 . (٘ٗٔ)دالتون 

 1هو أحد مكونات بنٌة لب الجسٌم النووي الذي ٌتؤلؾ من تجمع  H2Aالهٌستون  

 H3و H2bو H2Aجزٌئات من الهٌستونات بمعدل جزٌئتٌن لكل هٌستون من الهٌستونات 

بشكل  H4و H3بشكل مثنوٌات، والهٌستونات  H2Bو H2Aتتجمع الهٌستونات . H4و

ٌتؤلؾ الهٌستون  زوج أساس من الدنا. 7ٗٔ-ٙٗٔرباعٌات حٌث ٌلتؾ على الجسٌم النووي 

H2A  من منطقة كروٌة وذٌل عند النهاٌة الآزوتٌة أو النهاٌة كربونٌة. تطرأ تعدٌلات ما

 .(ٙٗٔ)بعد الترجمة على منطقة الذٌل عند النهاٌة الآزوتٌة او الكربوكسٌلٌة 

للدنا، وتنظٌم انتساخ الدنا  packagingالـ  دوراً فً عملٌة H2Aٌلعب الهٌسٌتون 

مكانٌة . تنظم إ(7ٗٔ)تعبٌر الجٌنًوعملٌات إصلاحه وتضاعفه، وثباتٌة الصبؽٌات، وال

الوصول للدنا عبر مجموعة تعدٌلات ما بعد الترجمة تطرأ على الهٌستونات تدعى 

histone code أو إعادة تنظٌم الجٌسم النووي nucleosome remodeling 

(ٔٗٙ). 

 

 .(148). بنٌة لب الجسٌم النووي 16شكل
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 فً أنواع وحٌدات الخلٌة الأخرى جٌنال وجود -6-2-2

. (1ٗٔ)المصانة بشكل كبٌر عند حقٌقٌات النوى  جٌناتمن ال H2A جٌنعتبر ٌ

عند الحٌوانات الأوالً كالترٌبانوزوما، والبلاسمودٌوم، والمشعرة المهبلٌة  جٌنال اوجد هذٌ

(ٔ٘ٓ). 

  H2B جٌن -6-3

 H2B جٌنلمحة عامة عن  -6-3-1

لدى كل مان اللٌشامانٌة  جٌنال اهذ وجودٌزوج أساس.  ٖٖٙ H2B جٌنٌبلػ طول 

الكبٌاارة، واللٌشاامانٌة الطفلٌااة، واللٌشاامانٌة البرازٌلٌااة، واللٌشاامانٌة المكسااٌكٌة، واللٌشاامانٌة 

اً أمٌنٌااً، وٌبلاػ حمضا ٔٔٔالاذي ٌتاؤلؾ مان  H2Bللهٌساتون  جاٌنال اشافر هاذٌالدونوفانٌة. 

 .(ٔ٘ٔ)دالتون  7٘ٗ,ٕٔوزنه الجزٌئً 

جزٌئات  1فً بنٌة لب الجسٌم النووي الذي ٌتؤلؾ من تجمع  H2Bٌدخل الهسٌتون 

تتجماع هٌساتونات . H4و H3و H2bو H2Aمن الهٌستونات، جازٌئتٌن مان كال هٌساتون 

H2A وH2B  بشااكل مثنوٌااات وهٌسااتوناتH3 وH4  ،حٌااث ٙٔشااكل بشااكل رباعٌااات ،

مان  H2Bتاؤلؾ الهٌساتون ٌ .زوج أسااس مان الادنا 7ٗٔ-ٌٙٗٔلتؾ علاى الجساٌم الناووي 

منطقااة كروٌااة وذٌلااٌن أحاادهما عنااد النهاٌااة الآزوتٌااة والآخاار عنااد النهاٌااة الكربونٌااة. تطاارأ 

 .(ٙٗٔ)التعدٌلات ما بعد الترجمة على منطقة الذٌل عند النهاٌتٌن الآزوتٌة والكربوكسٌلٌة 

للدنا وتنظٌم انتساخ الدنا  packagingالـ  دوراً فً عملٌة H2Bٌلعب الهسٌتون 

. تنظم إمكانٌة (7ٗٔ)وعملٌات إصلاحه وتضاعفه وثباتٌة الصبؽٌات والتعبٌر الجٌنً 

الوصول للدنا عبر مجموعة تعدٌلات ما بعد الترجمة تطرأ على الهٌستونات تدعى 

histone code أو إعادة تنظٌم الجٌسم النووي nucleosome remodeling 

(ٔٗٙ). 

 لدى وحٌدات الخلٌة الأخرى جٌنال وجود -6-3-2

فً  وجودٌ. (1ٗٔ)المصانة بشكل كبٌر عند حقٌقٌات النوى  جٌناتمن ال H2B جٌنعتبر ٌ

  .(ٕ٘ٔ)الحٌوانات الأوالً كالترٌبانوزوما، والبلاسمودٌوم، والمشعرة المهبلٌة 
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  H3 جٌن -6-4

 H3 جٌنلمحة عامة عن  -6-4-1

عند  جٌنالزوج أساس. لم ٌتم حتى الآن نشر تسلسل هذه  H3 ٖ1ٖ جٌنٌبلػ طول 

فً جمٌع أنواع اللٌشمانٌة سواء اللٌشمانٌة الكبٌرة، واللٌشمانٌة  وجوداللٌشمانٌة المدارٌة. ت

 اشفر هذٌمانٌة الدونوفانٌة. الطفلٌة، واللٌشمانٌة البرازٌلٌة، واللٌشمانٌة المكسٌكٌة، واللٌش

 ٖٖٙ,ٗٔحمضاً أمٌنٌاً، وٌبلػ وزنه الجزٌئً  ٖٓٔالذي ٌتؤلؾ من  H3للهٌستون  جٌنال

 .(ٖ٘ٔ)دالتون 

جزٌئات  1فً بنٌة لب الجسٌم النووي الذي ٌتؤلؾ من تجمع  H3ٌدخل الهسٌتون 

تتجمع هٌستونات . H4و H3و H2Bو H2Aمن الهٌستونات، جزٌئتٌن من كل هٌستون 

H2A وH2B  بشكل مثنوٌات وهٌستوناتH3 وH4  بشكل رباعٌات حٌث ٌلتؾ على

 (.7)شكل  زوج أساس من الدنا 7ٗٔ-ٙٗٔالنووي الجسٌم 

من منطقة كروٌة وذٌل طوٌل عند النهاٌة الآزوتٌة. تطرأ  H3ٌتؤلؾ الهٌستون 

التعدٌلات ما بعد الترجمة على منطقة الذٌل عند النهاٌة الآزوتٌة وتكون أكبر عند الهٌستون 

H3  مقارنة مع باقً الهٌستونات(ٔٗٙ) . 

للدنا وتنظٌم انتساخ الدنا  packagingالـ  دوراً فً عملٌة H3ٌلعب الهسٌتون 

مكانٌة . تنظم إ(7ٗٔ)تعبٌر الجٌنًوعملٌات إصلاحه وتضاعفه وثباتٌة الصبؽٌات وال

الوصول للدنا عبر مجموعة تعدٌلات ما بعد الترجمة تطرأ على الهٌستونات تدعى 

histone code أو إعادة تنظٌم الجٌسم النووي nucleosome remodeling 

(ٔٗٙ). 

 لدى وحٌدات الخلٌة الأخرى جٌنال وجود -6-4-2

 وجد. ٌ(1ٗٔ)المصانة بشكل كبٌر عند حقٌقٌات النوى  جٌناتمن ال H3 جٌنعتبر ٌ

 لبلاسمودٌوم، والمشعرة المهبلٌةفً الحٌوانات الأوالً كالترٌبانوزوما، وا H3الهسٌتون 

(ٔ٘ٗ) . 
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  H4 جٌن -6-5

 H4 جٌنلمحة عامة عن  -6-5-1

عند  جٌنال ازوج أساس. لم ٌتم حتى الآن نشر تسلسل هذ ٖٖٓ H4 جٌنٌبلػ طول 

فً جمٌع أنواع اللٌشمانٌة سواء اللٌشمانٌة الكبٌرة، واللٌشمانٌة  وجدٌاللٌشمانٌة المدارٌة. 

 اشفر هذٌمانٌة الدونوفانٌة. الطفلٌة، واللٌشمانٌة البرازٌلٌة، واللٌشمانٌة المكسٌكٌة، واللٌش

 ٖٙٙ,ٔٔحمضاً أمٌنٌاً، وٌبلػ وزنه الجزٌئً  ٓٓٔالذي ٌتؤلؾ من  H4للهٌستون  جٌنال

  .(٘٘ٔ)دالتون 

جزٌئات  1فً بنٌة لب الجسٌم النووي الذي ٌتؤلؾ من تجمع  H4ٌدخل الهسٌتون  

تتجمع هٌستونات . H4و H3و H2bو H2Aمن الهٌستونات، جزٌئتٌن من كل هٌستون 

H2A وH2B  بشكل مثنوٌات وهٌستوناتH3 وH4  بشكل رباعٌات حٌث ٌلتؾ على

 (.ٙٔ)شكل  زوج أساس من الدنا 7ٗٔ-ٙٗٔم النووي الجسٌ

من منطقة كروٌة وذٌل طوٌل عند النهاٌة الآزوتٌة. تطرأ  H4ٌتؤلؾ الهٌستون 

ٌلعب الهسٌتون . (ٙٗٔ)التعدٌلات ما بعد الترجمة على منطقة الذٌل عند النهاٌة الآزوتٌة

H4 الـ  دوراً فً عملٌةpackaging  للدنا وتنظٌم انتساخ الدنا وعملٌات إصلاحه

وتضاعفه وثباتٌة الصبؽٌات والتعبٌر الجٌنً. تنظم إمكانٌة الوصول للدنا عبر مجموعة 

أو إعادة تنظٌم  histone codeعدٌلات ما بعد الترجمة تطرأ على الهٌستونات تدعى ت

 .(ٙٗٔ) nucleosome remodeling الجٌسم النووي

 لدى وحٌدات الخلٌة الأخرى جٌنال وجود -6-5-2

فً  وجدٌ. (1ٗٔ)المصانة بشكل كبٌر عند حقٌقٌات النوى  جٌناتمن ال H4 جٌنعتبر ٌ

 . (ٙ٘ٔ)الحٌوانات الأوالً كالترٌبانوزوما، والبلاسمودٌوم، والمشعرة المهبلٌة 

أو البروتٌنات المشفرة من  هٌستونات اللب النووي جٌناتالدراسات المطبقة على  -6-6

 فً تحضٌر لقاحات ضد اللٌشمانٌة هاقبل

بشكل متكرر فً مصول الكلاب المصابة باللٌشمانٌة  H2Aلوحظت أضداد الهٌستون 

 .(ٖ٘ٔ)الطفلٌة 
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لطفٌلٌات اللٌشمانٌة بشكل نوعً مع الهٌستون  H2Aترتبط الأضداد البشرٌة لهٌستون 

H2A  (136)للطفٌلً بدون أن ترتبط مع هٌستونات الثدٌات. 

ٌعتبر من البروتٌنات المصانة عند حقٌقٌات  H2Aفً الحقٌقة ٌالرؼم من أن الهٌستون 

النوى، تكون الاستجابة الخلطٌة للبشر خلال الإصابة الطبٌعٌة محرضة بشكل نوعً ضد 

 H2Aوتكون محرضة من قبل المحددات المستضدٌة الممٌزة للبروتٌن  H2Aالبروتٌن 

حددات السابقة فً النهاٌتٌن الأمٌنٌة والكربوكسٌلٌة لطفٌلٌات اللٌشمانٌة. تتوضع الم

فً مصول الكلاب المصابة باللٌشمانٌة  H2Aأضداد الهٌستون . لوحظت H2Aللهٌستون 

مستمنع أساسً  H2A% من الكلاب المصابة، مما ٌإكد أن الهٌستون 71عند الطفلٌة 

من وجود هذه الأضداد فً خلال الإصابة باللٌشمانٌة عند الكلاب المصابة. كما تم التؤكد 

أن ٌشكل التلقٌح  مما أوحى بامكانٌة . (ٖٙٔ)مصول البشر المصابة باللٌشمانٌة الحشوٌة 

 .(7٘ٔ)اللب أداة تشخٌصٌة ووقائٌة تجاه طفٌلٌات اللٌشمانٌةبهٌستونات 

فً حٌن أظهر التمنٌع بلقاح دنا ٌشفر لهٌستونات اللب الأربعة للٌشمانٌة قدرة وقائٌة 

طوٌلة الأمد تجاه العدوى باللٌشمانٌة الكبٌرة، لم ٌظهر التمنٌع بلقاح دنا ٌشفر لهٌستونٌن فقط 

ٌتعرؾ الجهاز . (7٘ٔ)نفس القدرة الاتقائٌة الطوٌلة تجاه العدوى باللٌشمانٌة الكبٌرة 

المناعً على هٌستونات اللٌشمانٌة خلال طور الإصابة بعد بلعمة الطفٌلٌات من قبل 

لعات، حٌث ٌتم التعرؾ على حواتم مستضدٌة نوعٌة من هذه الهٌستونات من قبل البا

 .(1٘ٔ)اللمفاوٌات البائٌة والتائٌة 

تترافق العداوى بداء اللٌشمانٌات الحشوي عند الإنسان والكلاب والفئران بزٌادة هامة 

 .(ٕٙٔ) (1ٕٔ) (ٔٙٔ) (ٓٙٔ) (1٘ٔ) (1٘ٔ)ٌات الأضداد النوعٌة للهٌستونات فً مستو

 H4و H3تتوضع الحواتم المستضدٌة الأكثر استمناعاً فً النهاٌات الأمٌنٌة عند الهٌستونٌن 

 .(ٖٙٔ)  H2bو (ٕٙٔ) H2Aوفً كلا نهاٌتً الهستونٌن 

 H2Bأكثر استمناعاً من الهٌستونٌن  H3و H2Aأظهرت الدراسات أن الهٌستونٌن 

هم فً مصول الكلاب المصابة بداء اللٌشمانٌات الحشوي، وجودوذلك بناء على نسب  H4و

 H4%، وٓٙعند  H2B%، و1ٙعند  H3% من الكلاب، و7ٕعند  H2Aحٌث شخص 

 . (٘ٙٔ) (ٗٙٔ) (ٕٙٔ)% ٗٗعند 

 

أظهر التمنٌع بلقاح دنا ٌشفر لأي من هٌستونات اللب الأربعة للٌشمانٌة الطفلٌة، استخدم 

هٌستون واحد من الهٌستونات الأربعة، تؤخراً فً تطور الآفة فً موقع الإخماج  حتى 
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أٌة فروق خمسة أسابٌع بعد اختبار التحدي باللٌشمانٌة الكبٌرة ولكن لم تلاحظ بعد هذه المدة 

ذات دلالة احصائٌة مقارنة مع المجموعة الشاهدة سواء من حٌث حمل الطفٌلً أو تورم 

 .(ٙٙٔ)القدم المصابه

وبخلاؾ ما سبق فقد أظهر لقاح الدنا المشفر لأي هٌستونٌن معاً من هٌستونات  

اللٌشمانٌة الطفلٌة الأربعة، بعد ستة أسابٌع من اختبار التحدي باللٌشمانٌة الكبٌرة مقارنة مع 

المجموعة الشاهدة، تراجعاً ذا دلالة احصائٌة سواء من حٌث تورم القدم أو الحمل الطفٌلً 

فً العقد اللمفٌة النازحة.  ٗالعقد اللمفٌة النازحة أو مستوى انتاج الانترلوكٌن فً الطحال و

 .(ٙٙٔ) الكبٌرةوبذلك أمن هذا اللقاح وقاٌة جزئٌة تجاه الإصابة باللٌشمانٌة 

قدرة عالٌة على أظهر التمنٌع بلقاح دنا ٌشفر لهٌستونات اللٌشمانٌة الطفلٌة الأربعة معاً 

تجاه الإصابة باللٌشمانٌة الجلدٌة وقدرة وقائٌة  Th1تولٌد استجابة خلوٌة نوعٌة  من نمط 

وحظ بعد التحدي حٌث ل .BALB\cدائمة تجاه الإصابة باللٌشمانٌة الجلدٌة عند فئران 

باللٌشمانٌة الكبرى، مقارنة مع المجموعة الشاهدة، انتفاخ ضئٌل جداً فً القدم خلال طور 

الإخماج، وانخفاضاً ذا دلالة احصائٌة فً الحمل الطفٌلً فً العقد اللمفٌة النازحة إلى أن 

فً نسبة اختفت الطفٌلٌات من الطحال بعد الأسبوع السابع، وارتفاعاً ذا دلالة احصائٌة 

فً العقد اللمفٌة النازحة، وانخفاضاً ذا دلالة  IFɣالخلاٌا التائٌة المنتجة للانترفٌون ؼاما 

 .(ٙٙٔ)فً العقد اللمفٌة النازحة ٗاحصائٌة بنسبة الخلاٌا التائٌة المنتجة للانترلوكٌن 

 

لٌشمانٌة الطفلٌة، ا فً أن تمنٌع الفئران ببلاسمٌد ٌشفر لأربعة هٌستوناتIborra  بٌن

وأدى إلى وقاٌتها من الإصابة   Th1حرض استجابة مناعٌة خلوٌة نوعٌة من نمط 

ن ؼاما من قبل اللمفاوٌات رباللٌشمانٌة الكبٌرة. ترافق ما سبق مع انتاج مرتفع للانتٌرفٌ

جود مستوٌات منخفضة من و. وسجل ٗجداً من الانترلوكٌن  وانتاج منخفضالتائٌة، 

والذي ٌعتبر مإشراً عن  IgG2a السائد منها هو  الأضداد لدى الفئران الممنعة وكان النمط

، مقارنة مع مستوٌات عالٌة من الأضداد فً المجموعة الشاهدة حٌث كان Th1الخلاٌا 

 .   (ٓٙٔ)Th2عن الخلاٌا والذي ٌعتبر مإشراً  IgG1النمط السائد منها هو 

بروتٌناات وبالتالً وبناء على العدٌد من الدراساات التاً بٌنات الأهمٌاة الاساتمناعٌة لل

، لتصامٌم H4و H3و H2Bو H2A، فقد قمنا باختٌار جٌناات الهٌساتونات الداخل نووٌة

 لقاح دنا.
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II- البحث  هدفAim of study  

للانتشار نظراً لما ٌشكل داء اللٌشمانٌات من مشكلة صحٌة هامة فً سورٌة نتٌجة  

الكبٌر لطفٌلٌات اللٌشمانٌة، وصعوبة الشفاء العفوي للإصابات الناجمة عن اللٌشمانٌة 

المدارٌة المنتشرة فً سورٌة، وعدم  وجود دواء نوعً آمن وفعال. وبالتالً تكتسب الوقاٌة 

نظراً للنتائج  من الإصابة، التً تعتمد بشكل رئٌسً على وجود لقاح فعال، دوراً هاماً.

جٌنات هٌستونات اللب النووي عند أنواع اللٌشمانٌة التً حققتها اللقاحات المعتمدة  ةٌجابٌالإ

الأخرى بالمقارنة مع اللقاحات الأخرى المعتمدة على أنواع أخرى من الجٌنات ونظراً لعدم 

وجود أي بحث حول جٌنات الهٌستونات عند اللٌشمانٌة المدارٌة من حٌث وجودها والتعبٌر 

نها ودورها العلاجً أو الاتقائً من الإصابة باللٌشمانٌة المدارٌة، فكان لا بدّ من الجٌنً ع

  القٌام بهذا البحث بهدؾ :

 

عند اللٌشمانٌة المدارٌة H2A،H2B،H3،H4 الهٌستونات  جٌناتتحري وجود  -ٔ

 المنتشرة فً سورٌة. 

ت اللٌشمانٌة على مستوى الدنا المتمم لطفٌلٌا جٌناتتحري التعبٌر الجٌنً عن هذه ال -ٕ

 المدارٌة. 

 كلقاح دنا لدراسة قدرتها المستضدٌة.  جٌناتتصمٌم هذه ال -ٖ

 سلسلة جٌنات هٌستونات اللب النووي. -ٗ
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III –  المواد والطرائق 

تم تنفٌذ الأهداؾ السابقة للدراسة من خلال عدة مراحل. تعتمد المرحلة الأولى على  

عند سلالة اللٌشمانٌة المدارٌة  H4و H3وH2B وH2A الهٌستونات  جٌناتإثبات وجود 

على مستوى الدنا المتمم  جٌناتالمستخدمة فً دراستنا وتحري التعبٌر الجٌنً عن هذه ال

cDNA على مستوى الدنا  جٌناتللٌشمانٌة المدارٌة. وذلك من خلال كشؾ وتضخٌم ال

 . PCRسلسلً توالدنا المتمم باستخدام تفاعل البولٌمٌراز ال

كلقاح دنا وذلك من خلال تنقٌة  جٌناتالمرحلة الثانٌة على تحضٌر هذه ال تعتمد 

ضمن بلاسمٌد مناسب  جٌناتلهذه ال cDNAوإدخال الدنا المتمم  جٌناتمنتجات تضخٌم ال

والبلاسمٌد بنفس إنزٌمً الإقتطاع ثم إجراء تفاعل الربط ومن ثم  جٌنالوذلك بهضم كل من 

 TOP 10خاله ضمن جراثٌم الإشرٌكٌة الكولونٌة تكثٌر البلاسمٌد المإشب عبر إد

 واستخلاصه من هذه الجراثٌم. 

  

تمت هذه الدراسة بالتعاون بٌن كلٌة الصٌدلة ومركز الدراسات الوبائٌة والبٌولوجٌة  

 لطفٌلٌات اللٌشمانٌة وهٌئة التقانة الحٌوٌة وكلٌة العلوم.

 تم تنفٌذ ما سبق وفق الخطوات التالٌة:

المختارة ضمن جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً  جٌناتود الإثبات وج -1

 دراستنا

  بٌن أنواع  جٌنالبعد مقارنة تسلسل  جٌنتصمٌم المشارع النوعٌة لكل

اللٌشمانٌة المختلفة، واختٌار البلاسمٌد الملائم وإنزٌمات الاقتطاع التً 

 ستستخدم فً مرحلة التؤشٌب.

  طفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً استخلاص الدنا الجٌنومً من

 دراستنا.

  ًنمذجة تفاعل البولٌمٌراز السلسلPCR جٌناتوتطبٌقه لتضخٌم ال 

 .جٌنالمختارة باستخدام المشارع النوعٌة بكل 

 .الترحٌل الكهربائً لكشؾ منتجات التضخٌم وتحدٌد حجمها 
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 المختارة جٌناتإثبات التعبٌر الجٌنً عن ال -2

  الرنا من طفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً دراستنا.استخلاص 

  تحوٌلRNA  إلىcDNA. 

 المختارة بتضخٌم الدنا المتمم  جٌناتتحري التعبٌر الجٌنً عن الcDNA 

من خلال تفاعل البولٌمٌراز السلسلً واستخدام المشارع النوعٌة  جٌناتلل

 .جٌنبكل 

 ٌم وتحدٌد حجمها.الترحٌل الكهربائً لكشؾ منتجات التضخ 

 

 لاستخدامه كلقاح دنا جٌنالتحضٌر البلاسمٌد المأشوب ب -3

  تنقٌة نواتج تضخٌمcDNA  جٌنلكل. 

  والبلاسمٌد بإنزٌمات الاقتطاع  جٌنالإجراء تفاعل التهضٌم لكل من

 المختارة.

  إجراء تفاعل الربطLigation جٌنالللبلاسمٌد و. 

 دخالها إلى جراثٌم كفٌئة تكثٌر البلاسمٌدات المؤشوبة من خلال إEcoli 

TOP 10  بعملٌة الاستحالةtransformation. 

  استخلاص البلاسمٌد المؤشوب من جراثٌمEcoli TOP 10 والتؤكد من ،

باستخدام  PCRضمن البلاسمٌد من خلال إجراء تفاعل  جٌنالوجود 

، ومن ثم تهضٌم البلاسمٌد وترحٌل ناتج جٌنالمشارع النوعٌة لكل 

 .جٌناللتحري وجود عصابة  التهضٌم

 لترتٌب الآتً.اً لوفق تم تنفٌذ المخط السابق

المختارة ضمن جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً  جٌناتإثبات وجود ال -1 

 دراستنا

ٌجب فً البداٌة الإشارة إلى عدم نشر تسلسل جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة بشكل كامل  

المختارة فً دراستنا فً جٌنوم  جٌناتتشٌر إلى وجود ال حتى الآن وعدم وجود أي دراسة

 اللٌشمانٌة المدارٌة. 
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استخدام مشارع نوعٌة تسمح بتضخٌمها بواسطة  جٌناتٌتطلب إثبات وجود هذه ال

وتظهٌرها بواسطة الرحلان الكهربائً. فً الحقٌقة ٌتطلب تصمٌم هذه  PCRتفاعل 

 ختارة لدى الأنواع الأخرى من اللٌشمانٌة.الم جٌناتالمشارع مقارنة تطابق تسلسلات ال

واختٌار إنزٌمات المختارة  جٌناتاختٌار البلاسمٌد وتصمٌم المشارع النوعٌة لل -1-1

 الاقتطاع المناسبة باستخدام تطبٌقات المعلوماتٌة الحٌوٌة

فً  H4، وH3، وH2B، وH2Aجٌناتنظراً لعدم وجود تسلسلات منشورة ل 

عند أنواع  جٌناترٌة، فقد أجرٌت دراسة حاسوبٌة لتسلسلات هذه الجٌنوم اللٌشمانٌة المدا

أخرى من اللٌشمانٌة كاللٌشمانٌة الكبٌرة، والدونوفانٌة، والطفلٌة، والبرازٌلٌة، والمكسٌكٌة. 

فً هذه الأنواع،  جٌنسمحت الدراسة الحاسوبٌة بمعرفة مدى التطابق بٌن تسلسلات كل 

والجٌنوم البشري، وتصمٌم المشارع النوعٌة لتضخٌم  ومدى التطابق بٌن هذه التسلسلات

 Vector NTI Express. تمت دراسة هذه التسلسلات باستخدام برنامجً جٌنكل 

 ، والتطبٌقات التالٌة : CLC free workbench 7و

http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebi?jobId=clustal - أ

w2-I20131227-140338-0512-30396697-oy 

 http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html - ب

 البلاسمٌد المستخدم فً الدراسة -1-1-1

بشكل  PCIفً دراستنا. ٌستخدم البلاسمٌد  PCI plasmidتم اختٌار البلاسمٌد  

زوج  ٙٓٓٗالمدخل إلٌه. ٌبلػ حجم البلاسمٌد  جٌنالعام للتعبٌر المإقت أو الدائم عن 

لفٌروس تبدأ بمنطقة المعزاز الخاص با أساس وٌتؤلؾ من مجموعة من الأجزاء التالٌة

الذي ٌإمن تعبٌراً قوٌاً ومستمراً فً العدٌد من  Cytomegalovirusالمضخم للخلاٌا  

لمتوضعة ا β- globin/IgG chimeric intronتلٌها منطقة الإنترون  الأنماط الخلوٌة.

بعد منطقة المعزاز حٌث ٌإمن الإنترون المرافق لأي دنا متمم  downstreamنزلاً 

cDNA لتعبٌر عن الجٌن. ثم منطقة المعزاز مدخل زٌادة فً اT7 ،T7 Promoter  ،

 T7 RNAالذي ٌمكن استخدامه لاصطناع نسخ رنا فً الزجاج باستخدام 

Polymerase ثم منطقة التنسٌل المتعدد .Multiple Cloning Region  التً تإمن

طً ، تعSV40 Late Polyadenylate. تلٌها منطقة cDNAإدخالاً سهلاً للدنا المتمم 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebi?jobId=clustalw2-I20131227-140338-0512-30396697-oy
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebi?jobId=clustalw2-I20131227-140338-0512-30396697-oy
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html
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ثمالة  ٕٓ٘-ٕٓٓتنهً عملٌة النسخ وتضٌؾ  Polyadenylationهذه المنطقة إشارة 

 أدٌنوزٌن تإمن ثباتٌة وترجمة الرنا المرسال.

 

 

 

 

 

 

 

 

 وفقاً لشركة برومٌغا. PCI . بنٌة البلاسمٌد 17الشكل 

ا التً تنتج دن f1 Origin of Replication and Plasmid  Repliconتلٌها منطقة 

المشفرة  جٌنال. وأخٌراً منطقة single-stranded DNA (ssDNA)مفرد الطاق 

للبٌتالاكتاماز التً تسمح للجراثٌم الحاوٌة على البلاسمٌد بالنمو على أوساط تحوي 

 (.الأمبٌسلٌن )من البٌتالاكتام

  جٌنتصمٌم المشارع واختٌار إنزٌمات الاقتطاع لكل  -1-1-2

 ستخدام التطبٌقات التالٌةصممت المشارع ٌدوٌاً با 

  http://www.idtdna.com/calc/analyzer - أ

 http://www.geneinfinity.org/sms/sms_primanalysis.html   - ب

تم تصنٌع مشارع عالٌة النقاوة وفقاً للتسلسلات التً قمنا باختٌارها من قبل شركة  

VBC- Biotech .فٌٌنا ، 

بعد أن صممت المشارع التً ستستخدم فً التنسٌل، تم اختٌار إنزٌمات الاقتطاع،  

وتمت إضافة تسلسلات  ،1ٔاعتماداً على تسلسل التنسٌل لهذا البلاسمٌد الموضح بالشكل 

 التعرؾ الخاصة بها إلى المشارع وفقاً للشروط التالٌة:

منطقت المعساز الخاص بالفيروش 

 المضخم للخلايا     

Cytomegalovirus 

 T7معزاز 

 منطقت التنسيل المتعذد

 المشفرة للبيتالاكتاماز الجين

http://www.idtdna.com/calc/analyzer
http://www.idtdna.com/calc/analyzer
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لكل من الإنزٌمٌن موجودة  recognition siteألا تكون تسلسلات التعرؾ  -ٔ

حتى لا ٌتم هضم التسلسل المراد تنسٌله. تم ما سبق  جٌنالضمن تسلسل 

والموقع  CLC Free Workbench 7باستخدام برنامج 

http://rna.lundberg.gu.se/cutter/  الذي ٌحدد لنا فٌما اذا كان إنزٌم

 أم لا. جٌنالقتطاع ٌقطع تسلسل الإ

% ٓٓٔأن ٌكون لكلا الإنزٌمٌن الوقاء ذاته الذي ٌإمن فعالٌة تهضٌم بنسبة  -ٕ

 /http://www.THermoscientificbio.com/webtools/doubledigestباستخدام الموقع 

  د لنا وقاءات الهضم الملائمة لفعالٌة إنزٌمً الاقتطاع.الذي ٌحد

، ضمن تسلسل التنسٌل 1ٔمراعاة ترتٌب مواقع إنزٌمً الاقتطاع، الشكل  -ٖ

Cloning sequence بحٌث ٌكون تسلسل التعرؾ لإنزٌم  للبلاسمٌد

 forwardالاقتطاع الوارد أولاً فً البلاسمٌد متصلاً بالمشرع المباشر 

primer لتعرؾ لإنزٌم الاقتطاع الثانً متصلاً بالمشرع العكسً وتسلسل ا

reverse primer  لٌتم الانتساخ وفق الاتجاه الصحٌح المشار إلٌه فً الشكل

ٔ1. 

للمشارع بعد ربطها بتسلسلات التعرؾ الخاصة بإنزٌمات ∆ Gألا تتجاوز  -ٗ

، كً ٌسهل فصل المثنوٌات والمثنوٌات kcal/mole 8-الاقتطاع قٌمة 

 .heterodimerة المؽاٌر

 

 

 .PCI. منطقة تسلسلات التعرف لإنزٌمات الاقتطاع ضمن البلاسمٌد 18الشكل 

  H2A جٌنل واختٌار إنزٌمات الاقتطاعتصمٌم المشارع  -أ

المعروفة عند أنواع اللٌشمانٌة  جٌنال اتسلسلات هذ Alignmentتم ترصٌؾ   

ازٌلٌة. كما تم ترصٌؾ التسلسلات على الطفلٌة، والدونوفانٌة، والكبٌرة، والمكسٌكٌة والبر

http://rna.lundberg.gu.se/cutter/
http://www.thermoscientificbio.com/webtools/doubledigest/
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-1ٔمستوى ذراري هذه الأنواع. بٌن الترصٌؾ وجود نسب ارتصاؾ عالٌة ترواحت بٌن 

 XM_003722207.1للٌشمانٌة الكبٌرة ذو الرقم    H2A جٌن%. اعتمد تسلسل ٓٓٔ

فً تصمٌم   XM_003392413للٌشمانٌة الطفلٌة ذو الرقم  H2A  جٌنوتسلسل 

%. ٌعود اعتمادنا لهذٌن التسلسلٌن لكونهما 1ٗبلؽت نسبة التطابق بٌنهما المشارع حٌث 

 جٌنالالأكثر تكراراً بٌن الأنواع والذراري وبالتالً زٌادة احتمالٌة مطابقتهما لتسلسل هذه 

ضمن جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة، ولكون هذٌن النوعٌن ٌسببان إصابة جلدٌة تشبه الإصابة 

،  CLC Free Workbench 7باستخدام برنامج نٌة المدارٌة. التً تسببها اللٌشما

، وهً التسلسل الذي ٌعبر H2A جٌنالمن  open reading frameاختٌرت المنطقة 

 .جٌنالكامل  ORFشملت هذا و عنه.

  H2A جٌنتم تحدٌد المشارع المباشرة والعكسٌة المبدئٌة ل 

 ’ATG GCT ACT CCT CGC AGC G -3 -’5المشرع الأول  

  ’CTAAGCGCTCGGTGTCGCCTTG -3 -’5المشرع العكسً الأول 

  ’TTA CGC GCT CGG TGT CGC CTT G-3 -’5المشرع العكسً الثانً 

تم تصمٌم مشرعٌن عكسٌٌن بناءً على الاختلافات الموجودة فً منطقة المشرع  

ملاءمة بٌن أنواع اللٌشمانٌة المختلفة، ولزٌادة احتمالٌة  جٌنالالعكسً فً تسلسل هذه 

  .فً اللٌشمانٌة المدارٌة جٌنالالمشارع العكسٌة لتسلسل هذه 

 

 %.111التً تؤمن فعالٌة هضم  ECORI\XBAI. الدارئة الملائمة لإنزٌمً الاقتطاع 19الشكل 

بعد مراعاة  بعد تصمٌم التسلسلات البدئٌة للمشارع، تم اختٌار إنزٌمات الاقتطاع      

، أضفنا تسلسل تعرؾ XbaIو ECORI اختٌار الإنزٌمٌن  الشروط التً سبق ذكرها. تم

فً  XbaIفً بداٌة المشرع المباشر، وأضفنا تسلسل تعرؾ الإنزٌم  ECORIالإنزٌم 

 XbaIمع زٌادة كمٌة إنزٌم  Tango 2Xبداٌة المشرع العكسً. تم اختٌار الدارئة 
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 %.ٓٓٔالمستخدمة فً عملٌة الهضم إلى الضعفٌن لتؤمٌن فعالٌة هضم تساوي 

 

  H2A جٌنالتسلسل النهائً للمشارع اللازمة لتضخٌم 

 -'ATTA GAATTC ATG GCT ACTCCTCGCAGCG-3' 5الأمامً المشرع 

 -'CT TCTAGA CTAAGCGCTCGGTGTCGCCTTG-3' 5 المشرع العكسً الأول 

 'CT TCTAGA TTA CGC GCT CGG TGT CGC CTT G-3 -'5المشرع العكسً الثانً

   ECORI: GAATTCنزٌم تسلسل التعرؾ لإ

 XBAI :TCTAGAتسلسل التعرؾ لإنزٌم 

للمشرع العكسً  CTللمشرع المباشر، والأساسٌن  ATTAتمت إضافة الأسس  

وذلك بناء على التعلٌمات المرفقة  الأول والثانً من أجل زٌادة فعالٌة الهضم للإنزٌمات

ت حدوث المثنوٌات والمثنوٌات بفعالٌة إنزٌمات الاقتطاع. وتم إعادة الاختبارات، اختبارا

 المتؽاٌرة، على التسلسلات النهائٌة للمشارع. 

  H2B  جٌنل واختٌار إنزٌمات الاقتطاعتصمٌم المشارع  -ب

المعروفااة بباااقً أنااواع  جااٌنال التسلساالات هااذ Alignmentتاام إجااراء ترصااٌؾ 

ة وحصاالنا علااى نسااب اللٌشاامانٌة الكبٌاارة، والدونوفانٌااة، والبرازٌلٌااة، والطفلٌااة، والمكسااٌكٌ

للٌشاامانٌة الكبٌاارة ذو  H2B%. اعتمااد تسلساال ٓٓٔ-1ٓ,1ارتصاااؾ عالٌااة ترواحاات بااٌن 

للٌشااااااااااااامانٌة الطفلٌاااااااااااااة ذو الااااااااااااارقم  H2Bوتسلسااااااااااااال  AF336276.1الااااااااااااارقم 

XM_001463561.1   ٌعود ٖ,17فً تصمٌم المشارع وبلؽت نسبة التطابق بٌنهما .%

كااراراً بااٌن الأنااواع والااذراري وبالتااالً زٌااادة اعتمادنااا لهااذٌن التسلساالٌن لكونهمااا الأكثاار ت

ضاامن جٌنااوم اللٌشاامانٌة المدارٌااة، ولكااون هااذٌن  جااٌنال ااحتمالٌااة مطابقتهمااا لتسلساال هااذ

باسااتخدام النااوعٌن ٌسااببان إصااابة جلدٌااة تشاابه الإصااابة التااً تسااببها اللٌشاامانٌة المدارٌااة. 

 open reading frame، اختٌارت المنطقاة  CLC Free Workbench 7برناامج 

 .جٌنالكامل  ORFشملت هذا و ، وهً التسلسل الذي ٌعبر عنه.H2B جٌنالمن 

  :H2B جٌنل المبدئٌة المباشرة والعكسٌة ارعتم تحدٌد المش



1ٓ 
 

 'ATG GCC TCT TCT CGC TCT GC -3 -'5 المشرع الأول 

 ’TCAAGCCGACGCGCTCGAC  -3 -’5 المشرع العكسً الأول 

 ’TCA ACG CGA CGC GCT CGA C -3 -’5 المشرع العكسً الثاتً 

تم تصمٌم مشارعٌن عكساٌٌن بنااءً علاى الاختلافاات الموجاودة فاً منطقاة المشارع   

بااٌن أنااواع اللٌشاامانٌة المختلفااة، ولزٌااادة احتمالٌااة ملاءمااة  جااٌنال االعكسااً فااً تسلساال هااذ

ر معاروؾ فاً اللٌشامانٌة المدارٌاة والاذي لا ٌازال ؼٌا جاٌنالالمشارع العكسٌة لتسلسل هذه 

 حتى الآن.

بعاد مراعااة  بعد تصمٌم التسلسلات البدئٌاة للمشاارع، تام اختٌاار إنزٌماات الاقتطااع

، أضافنا تسلسال تعارؾ XbaIو ECORI الشروط التً سبق ذكرها. تم اختٌار الإنزٌمٌن 

فااً  XbaIفااً بداٌااة المشاارع المباشاار، وأضاافنا تسلساال تعاارؾ الإناازٌم  ECORIالإناازٌم 

 XbaIمااع زٌااادة كمٌااة إناازٌم   Tango 2Xكسااً. تاام اختٌااار الدارئااة بداٌااة المشاارع الع

 .(1ٔ)شكل  %ٓٓٔالمستخدمة فً عملٌة الهضم إلى الضعفٌن لتؤمٌن فعالٌة هضم تساوي 

 H2B جٌنالتسلسل النهائً للمشارع اللازمة لتضخٌم 

  ATAGAATTCATG GCC TCT TCT CGC TCT GC -'5 '3-المشرع المباشر 

 -'CT TCTAGA TCAAGCCGACGCGCTCGAC-3' 5  لأولالمشرع العكسً ا

 'AT TCTAGATCA ACG CGA CGC GCT CGA C  -3 -'5المشرع العكسً الثانً 

   ECORI: GAATTCتسلسل التعرؾ لإنزٌم 

 XBAI :TCTAGAتسلسل التعرؾ لإنزٌم 

للمشرع العكسً الأول  CTللمشرع المباشر، والأساسٌن  ATAتمت إضافة الأسس  

من أجل زٌادة فعالٌاة الهضام للإنزٌماات وذلاك بنااء للمشرع العكسً الثانً  AT والأساسٌن

وتم إعادة الاختباارات ،اختباارات حادوث  على التعلٌمات المرفقة بفعالٌة إنزٌمات الاقتطاع.

 .المثنوٌات والمثنوٌات المتؽاٌرة، على التسلسلات النهائٌة
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  H3 ٌنجل واختٌار إنزٌمات الاقتطاعتصمٌم المشارع  -ج

المعروفة بباقً أنواع  جٌنال التسلسلات هذ Alignmentتم إجراء ترصٌؾ  

اللٌشمانٌة الكبٌرة، والدونوفانٌة، والبرازٌلٌة ، والطفلٌة، والمكسٌكٌة وحصلنا على نسب 

 H3 جٌن%.واعتمد تسلسل ٓٓٔ-ٗ,1ٙارتصاؾ عالٌة ترواحت بٌن 

XM_001463703.1  جٌنوتسلسل H3  XM_001682087.1  فً تصمٌم

%. ٌعود اعتمادنا لهذٌن التسلسلٌن لكونهما ٕ,11المشارع وبلؽت نسبة التطابق بٌنهما 

 جٌنالالأكثر تكراراً بٌن الأنواع والذراري وبالتالً زٌادة احتمالٌة مطابقتهما لتسلسل هذه 

 ضمن جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة، ولكون هذٌن النوعٌن ٌسببان إصابة جلدٌة تشبه الإصابة

،  CLC Free Workbench 7باستخدام برنامج التً تسببها اللٌشمانٌة المدارٌة. 

، وهً التسلسل الذي ٌعبر H3 جٌنالمن  open reading frameاختٌرت المنطقة 

 .جٌنالكامل  ORFشملت هذا و عنه.

 H3 جٌنل المبدئٌة المباشرة والعكسٌة ارعتم تحدٌد المش

 ’ATG TCC CGC ACC AAG GAG A -3 -’5المشرع المباشر 

 ’TTAGTGGCGCTCACCGC -3 -’5 المشرع العكسً الأول

 ’CTA GTG CCG CTC ACC GC -3 -’5المشرع العكسً الثانً 

تم تصمٌم مشرعٌن عكسٌٌن بناءً على الاختلافات الموجودة فً منطقة المشرع  

لٌة ملاءمة بٌن أنواع اللٌشمانٌة المختلفة، ولزٌادة احتما جٌنالالعكسً فً تسلسل هذه 

فً اللٌشمانٌة المدارٌة والذي لا ٌزال ؼٌر معروؾ  جٌنال االمشارع العكسٌة لتسلسل هذ

 حتى الآن.

بعد مراعاة  بعد تصمٌم التسلسلات البدئٌة للمشارع، تم اختٌار إنزٌمات الاقتطاع

، أضفنا تسلسل تعرؾ SALIوXbaI الشروط التً سبق ذكرها. تم اختٌار الإنزٌمٌن 

فً بداٌة  SALIفً بداٌة المشرع المباشر، وأضفنا تسلسل تعرؾ الإنزٌم  XbaIالإنزٌم 

المستخدمة  SALIمع زٌادة كمٌة إنزٌم   Tango 2Xالمشرع العكسً. تم اختٌار الدارئة 

 %.ٓٓٔفً عملٌة الهضم إلى الضعفٌن لتؤمٌن فعالٌة هضم تساوي 
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 %.111التً تؤمن فعالٌة هضم   XBAI\SALI.  الدارئة الملائمة لإنزٌمً الاقتطاع 21الشكل

   H3 جٌناللازمة لتضخٌم  ارعالتسلسل النهائً للمش

  TATCTAGAATG TCC CGC ACC AAG GAG A -'5 '3- المشرع المباشر 

 -'ATT GTCGAC TTAGTGGCGCTCACCGC -3' 5 المشرع العكسً الأول 

  ’ATTGTCGACCTA GTG CCG CTC ACC GC -3 -’5 المشرع العكسً الثانً 

 XBAI :TCTAGAتسلسل التعرؾ لإنزٌم 

 SALI :GTCGACتسلسل التعرؾ لإنزٌم 

للمشرع العكسً  ATT سللمشرع المباشر، والأس TAتمت إضافة الأساسٌن  

الأول والثانً من أجل زٌادة فعالٌة الهضم للإنزٌمات وذلك بناء على التعلٌمات المرفقة 

، اختبارات حدوث المثنوٌات والمثنوٌات لاختبارات. وتم إعادة ابفعالٌة إنزٌمات الاقتطاع

 للمشارع. على التسلسلات النهائٌة المتؽاٌرة،

 

     H4 جٌنل واختٌار إنزٌمات الاقتطاعتصمٌم المشارع  -د

المعروفة بباقً أنواع  جٌنال التسلسلات هذ Alignmentتم إجراء ترصٌؾ  

والطفلٌة، والمكسٌكٌة، وحصلنا على نسب  اللٌشمانٌة الكبٌرة، والدونوفانٌة، والبرازٌلٌة،

%. واعتمد ٖ,11% وبلؽت نسبة التطابق بٌنهما ٓٓٔ-1ٕارتصاؾ عالٌة ترواحت بٌن 

فً تصمٌم  H4  XM_003721559.1وتسلسل  H4 XM_001467608.1تسلسل 

المشارع. ٌعود اعتمادنا لهذٌن التسلسلٌن لكونهما الأكثر تكراراً بٌن الأنواع والذراري 

ضمن جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة،  جٌنالتالً زٌادة احتمالٌة مطابقتهما لتسلسل هذه وبال

ولكون هذٌن النوعٌن ٌسببان إصابة جلدٌة تشبه الإصابة التً تسببها اللٌشمانٌة المدارٌة. 
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 open reading، اختٌرت المنطقة  CLC Free Workbench 7باستخدام برنامج 

frame  جٌنالمن H4شملت هذا و لسل الذي ٌعبر عنه.، وهً التسORF  جٌنالكامل. 

 .H4 جٌنل المبدئٌة المباشرة و العكسٌة ارعتم تحدٌد المش

 ’ATG GCC AAG GGC AAG CGC TC -3 -’5 المشرع المباشر 

 ’TTACGCGTAGCCGTAGAGGATG -3 -’5ل المشرع العكسً الأو

 ’TTACGCGTAGCCGTACAGGATG -3 -’5 المشرع العكسً الثانً 

م تصمٌم مشرعٌن عكسٌٌن بناءً على الاختلافات الموجودة فً منطقة المشرع ت 

بٌن أنواع اللٌشمانٌة المختلفة، ولزٌادة احتمالٌة ملاءمة  جٌنال االعكسً فً تسلسل هذ

فً اللٌشمانٌة المدارٌة والذي لا ٌزال ؼٌر معروؾ  جٌنال االمشارع العكسٌة لتسلسل هذ

 حتى الآن.

بعاد مراعااة  ت البدئٌاة للمشاارع، تام اختٌاار إنزٌماات الاقتطااعبعد تصمٌم التسلسلا

، أضافنا تسلسال تعارؾ XbaIو ECORI الشروط التً سبق ذكرها. تم اختٌار الإنزٌمٌن 

فااً  XbaIفااً بداٌااة المشاارع المباشاار، وأضاافنا تسلساال تعاارؾ الإناازٌم  ECORIالإناازٌم 

 XbaIزٌااادة كمٌااة إناازٌم  مااع  Tango 2Xبداٌااة المشاارع العكسااً. تاام اختٌااار الدارئااة 

 .(ٕٔ)شكل  %ٓٓٔالمستخدمة فً عملٌة الهضم إلى الضعفٌن لتؤمٌن فعالٌة هضم تساوي 

 

 :H4 جٌنالتسلسل النهائً للمشارع اللازمة لتضخٌم 

  ATCA GAATTCATG GCC AAG GGC AAG CGC TC-'5 '3-المشرع المباشر 

 'ATGTCTAGA TTACGCGTAGCCGTAGAGGATG-3 -'5  المشرع العكسً الأول 

  ’ATGTCTAGA TTACGCGTAGCCGTACAGGATG  -3-’5 المشرع العكسً الثانً 

 ECORI :GAATTCتسلسل التعرؾ لإنزٌم 

 XBAI :TCTAGAتسلسل التعرؾ لإنزٌم 
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للمشرع العكسً  ATG سللمشرع المباشر والأس ATCAتمت إضافة الأسس  

وذلك بناء على التعلٌمات المرفقة  الأول والثانً من أجل زٌادة فعالٌة الهضم للإنزٌمات

، اختبارات حدوث المثنوٌات والمثنوٌات وتم إعادة الاختباراتبفعالٌة إنزٌمات الاقتطاع. 

 على التسلسلات النهائٌة للمشارع. المتؽاٌرة،

 بعد الانتهاء من وضع الأسس النظرٌة للدراسة ننتقل للخطوات العملٌة.

 

على مستوى الدنا  جٌنتخدام المشارع النوعٌة لكل المختارة باس جٌناتتضخٌم ال -1-2

 والدنا المتمم

المختارة  جٌناتد الوجوعلى مستوى الدنا إلى إثبات  جٌناتفً حٌن ٌهدؾ تضخٌم ال 

علااى  جٌناااتضاامن جٌنااوم اللٌشاامانٌة المدارٌااة المسااتخدمة فااً دراسااتنا، ٌهاادؾ تضااخٌم ال

. وسنسااتعرض المراحاال جٌناااتهااذه المسااتوى الاادنا المااتمم إلااى تحااري التعبٌاار الجٌنااً عاان 

 .جٌناتاللازمة لتضخٌم ال

 ستخلاص الدنا من طفٌلٌات اللٌشمانٌة ا -1-2-1

 L.tropicaمن طفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة  strainتم استخدام مشٌقات ذرٌة  

عُزل الدنا من  المؤخوذة من مركز الدراسات الوبائٌة والبٌولوجٌة لطفٌلٌات اللٌشمانٌة.

والمدعم الأمٌركٌة  Lonzaلشركة  RPMI-1640ٌلٌات المزروعة على وسط الطف

، باستخدام عتٌدة عزل الألمانٌة Cytogenبمصل العجل الجنٌنً منزوع المتممة لشركة 

ٌتطلب الاستخلاص بالعتٌدة أن ٌتوفر  الأمٌركٌة. THermoscientificالدنا من شركة 

 Panreacمن شركة  Phosphate-buffered saline (PBS)أٌضاً دارئة 

 .Tris EDTA buffer (TE)، ودارئة  الاسبانٌة

 

 تحضٌر الدارئات المستخدمة فً الاستخلاص -أ

  تحضٌر دارئةTris EDTA buffer (TE)  

 .وفقاً لما ٌلًالدارئة  مل من هذه ٓ٘تم تحضٌر 
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هذه  مل ٌتم وزن الكمٌات السابقة على المٌزان الحساس، ثم تحل ٓ٘لتحضٌر  

عند  pHمل وتضبط درجة الباهاء  ٓ٘ثم ٌكمل الحجم إلى  مل ماء مقطر، ٕ٘الكمٌات فً 

زجاجبة نظٌفة وتعقم  . توضع الدارئة فً عبوةM1بإضافة حمض كلور الماء  1الدرجة 

بالصاد الموصد ثم تحفظ بالبراد بعد وضع لصاقة تدل على اسم الدارئة، ودرجة الباهاء 

pH.وتارٌخ التحضٌر ، 

  تحضٌر دارئة الغسلI (wash buffer I)  

مل.  ٓٔتوجد هذه الدارئة ضمن العتٌدة المستخدمة لعزل الدنا بشكل محلول حجمه  

ول المطلق إلى محلول الدارئة كً ٌصبح جاهزاً للاستخدام، مل من الإٌتان ٌٖٓجب إضافة 

 وٌجب وضع علامة على العبوة للإشارة بؤنه تم تمدٌدها. 

  تحضٌر دارئة الغسلII  (wash buffer II) 

مل.  ٓٔتوجد هذه الدارة ضمن العتٌدة المستخدمة لعزل الدنا بشكل محلول حجمه  

ى محلول الدارئة كً ٌصبح جاهزاً للاستخدام، مل من الإٌتانول المطلق إل ٌٓٔجب إضافة 

 وٌجب وضع علامة على العبوة للإشارة بؤنه تم تمدٌدها. 

 الدنا بروتوكول عزل -ب

مل من مستنبت لمشٌقات سلالتنا للٌشمانٌة المدارٌة، فً طور الاستتباب  ٘ثفلت  -

تم دقائق.  ٘دورة/ د لمدة  ٓٓٓ٘ملٌون طفٌلً / مل، وُثفّل بسرعة  ٕٓوٌبلػ 

مل من الدارئة الفوسفاتٌة الملحٌة  ٘التخلص من الطافً ثم ؼسلت الرسابة بــ 

PBS. 

مكل من  ٕٓثم أضٌؾ  lysis bufferمكل من دارئة الحل  ٓٓ٘علقّت الرسابة بــ  -

RNase A  دقائق. استخدمت دارئة  ٓٔم لمدة ◦7ٖوحضنت العٌنة بدرجة حرارة

 عزل الدنا.الموجود ضمن عتٌدة  RNase Aالحل ومحلول 

 التركٌز النهائً الكمٌة المطلوبة المادة

 Mm  ٓٔ ملػ Tris-Hcl ٙٓ,٘7 ترٌس المحمض بحمض كلور الماء 

EDTA ٔ1,ٕٙٔ  ملػ ٔ  Mm 

PH  1 
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الموجود ضمن عتٌدة عزل الدنا، وحُضنت لمدة  Kمكل من البروتٌناز  ٕ٘أضٌفت  -

 م. ◦ٙ٘الكورٌة الجنوبٌة، بدرجة حرارة JSR ساعة فً حمام مائً لشركة 

 ثانٌة. ٘ٔمكل من الإٌتانول المطلق لترسٌب الدنا ومزجت لمدة  ٕٓٓأضٌفت  -

دنا المترسب، ووضعت على عمود نُقلت العٌنة كاملة، أي السائل الطافً مع ال -

دورة/الدقٌقة على أنبوب  ٕٓٓٓٔالسٌلٌكا. ثُفلّ العمود لمدة دقٌقة واحدة بسرعة 

ًَ  ٕبسعة  مل، فبقً الدنا المترسب بالإٌتانول عالقاً على فلتر عمود السٌلٌكا، ورُم

 السائل المتجمع فً أنبوب الجمع. 

 مل ورٌمً أنبوب الجمع الأول. ٕنُقل عمود السٌلٌكا إلى أنبوب جمع آخر سعة  -

الممددة  washing buffer Iمكل من دارئة الؽسٌل  ٓٓ٘أضٌؾ إلى العمود    

 دورة/الدقٌقة. 1ٓٓٓبالإٌتانول وثُفل لمدة دقٌقة بسرعة 

مكل من دارئة  ٓٓ٘نُقل عمود السٌلٌكا إلى أنبوب جمع آخر وأضٌؾ إلى العمود  - 

دقائق بسرعة التثفٌل  ٖبالإٌتانول وثُفل لمدة الممدد  washing buffer IIالؽسٌل 

 دورة/الدقٌقة. ٕٓٓٓٔالقصوى 

مل أٌضاً، ثم  ٕنُقل عمود السٌلٌكا إلى أنبوب ابندورؾ مقصوص الؽطاء بسعة  -

دورة/الدقٌقة للتؤكد من التخلص من كل آثار دارئة  ٕٓٓٓٔثُفل دقٌقة بسرعة 

 .IIالؽسل 

مكل من  ٕٓٓمل وأضٌؾ له  ٘.ٔفٌل سعة نُقل عمود السٌلٌكا إلى أنبوب تث -

لشطؾ الدنا العالق بالعمود، ثم حُضن بدرجة  elution bufferدارئة الشطؾ 

 دورة/الدقٌقة.  1ٓٓٓحرارة المخبر لمدة دقٌقتٌن، وثُفلّ لمدة دقٌقة بسرعة 

نُقل محتوى الأنبوب إلى أنبوب ابندورؾ جدٌد وضعت علٌه لصاقة تدل على اسم  -        

 م.◦ٕٓ -عٌنة وتارٌخ العزل وحُفظ فً الدرجة ال

 من طفٌلٌات اللٌشمانٌة RNAاستخلاص الرنا  -1-2-2

 GeneJET RNAتم استخلاص الرنا من طفٌلٌات اللٌشمانٌة باستخدام عتٌدة عزل الرنا 

purification   من شركةThermoscientific الأمٌركٌة. 

 عزل تحضٌر المحالٌل والدارئات المستخدمة بال -أ

  تحضٌر دارئة الحلlysis Buffer 
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 µl ٕٓحٌث ٌضاؾ   β-mercaptoeThanolتزود الكمٌة المطلوبة من وقاء الحل  ب 

 مل من وقاء الحل المطلوب . ٔلكل   M ٔٗ.ٖβ-mercaptoeThanolمن     

  تحضٌر محلولProteinase K  

 TE 10 mM Trisمن وقاء  µl  1ٓ٘مع  Proteinase K من µl ٌٓٔمدد 

HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA). ) 

 تحضٌر محالٌل الؽسل 

مل من  1ٖو  ٔ% إلى وقاء الؽسلٓٓٔمل من الإٌتانول  ٌٓٔتم إضافة 

 قبل الاستخدام. ٕوقاء الؽسل 

 بروتوكول الاستخلاص    -ب

خلٌة( ،ووضعت فً  1 ٓٔ*ٗ) وهو فً طور الاستتبابمن مستنبت الطفٌلً  مل  ٘أخذ  -ٔ

وٌرمى الطافً . تشطؾ  g× ٕٓٓٓٔتثفل لمدة دقٌقتٌن  بسرعة ل ثمم ٘.ٔأنبوب التثفٌل  

لإزالة بقاٌا الوسط الزرعً . تعاد خطوات التثفٌل  PBSالخلاٌا بالوقاء الفوسفاتً الملحً 

 وٌرمى الطافً .

 مٌكرولٌتر من الوقاء الحال. ٓٓٔتعلق الخلاٌا ب  -ٕ

 دقٌقة. ٖٓلمدة  ٖٓتحضن بدرجة حرارة  -ٖ

وٌتم   β-mercaptoeThanolمن الوقاء الحال المضاؾ له  مٌكرولٌتر ٌٖٓٓضاؾ  -ٗ

 المزج بواسطة المٌكروبٌبٌت.

الممدد، ٌمزج وٌحضن بدرجة حرارة  Proteinase Kمٌكرولٌتر من   ٌٓٓٙضاؾ  -٘

ٔ٘-ٕٓºدقائق. ٓٔلمدة  م 

وٌنقل الطافً إلى أنبوب تثفٌل خالً من   g ×ٕٓٓٓٔدقائق بسرعة  ٌٓٔثفل  لمدة  -ٙ

RNase . 

 % وتمزج بالمٌكروبٌبٌت.ٓٓٔمٌكرولٌتر من الاٌتانول  ٌٓ٘ٗضاؾ  -7
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مٌكرولٌتر من المحلول لعمود تنقٌة الرنا الموضوع ضمن أنبوب الجمع  ثم  7ٌٓٓنقل  -1

-Flowوٌرمى السائل المتدفق من العمود    g×ٌٕٓٓٓٔثفل العمود لمدة دقٌقة بسرعة 

Through  بؤنبوب الجمع. تعاد هذه الخطوة حتى  ٌتم نقل كافة ثم ٌعاد وضع عمود التنقٌة

 كمٌة المحلول الى العمود وٌتم تثفٌلها.

ثم ٌرمى أنبوب الجمع الحاوي على محلول السائل المتدفق من العمود،  وٌوضع عمود 

 مل. ٕالتنقٌة بؤنبوب جمع جدٌد 

لتنقٌة وٌثفل لمدة )المزود بالاٌتانول( لعمود ا ٔمٌكرولٌتر من وقاء الؽسل  7ٌٓٓضاؾ  -1

ٌرمى السائل المتدفق من العمود  ثم ٌعاد عمود التنقٌة  إلى  g ×ٕٓٓٓٔدقٌقة بسرعة 

 أنبوب الجمع.

)المزود بالاٌتانول( لعمود التنقٌة وٌثفل لمدة  ٕمٌكرولٌترمن وقاء الؽسل  ٌٓٓٙضاؾ  -ٓٔ

لتنقٌة  إلى انبوب ٌرمى السائل المتدفق من العمود ثم ٌعاد عمود ا g ×ٕٓٓٓٔدقٌقة بسرعة

 الجمع.

لعمود التنقٌة وٌثفل  لمدة دقٌقتٌن  بسرعة  ٕمٌكرولٌترمن وقاء الؽسل  ٌٕٓ٘ضاؾ  -ٔٔ

ٕٔٓٓٓ× g 

ٌرمى أنبوب الجمع الحاوي على السائل المتدفق من العمود وٌنقل عمود التنقٌة إلى أنبوب 

 مل. ٘.ٔذو سعة  RNaseتثفٌل عقٌم خالً من 

رمن الماء الخالً من النكلٌاز إلى ؼشاء عمود التنقٌة ثم ٌثفل مٌكرولٌت ٌٓٓٔضاؾ  -ٕٔ

 لازالة الرنا. g ×ٕٓٓٓٔلمدة دقٌقة بسرعة 

أنبوب ابندورؾ جدٌد علٌه لصاقة تدل ٌرمى عمود التنقٌة  وٌحفظ الرنا المنقى فً  -ٖٔ

 لحٌن الاستخدام. 7ٓ_او  ٕٓ_بحرارة  على اسم العٌنة و تارٌخ العزل

من شركة  NANO DROPالرنا المصطنع باستخدام جهاز تم قٌاس نقاوة  

Thermoscientific  لتقٌٌم جودة الرنا.ٔالأمٌركٌة ورحل على هلامة آؼاروز % 
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 cDNA اصطناع الدنا المتمم -1-2-3

عتٌدة  الدنا المتمم من الرنا المستخلص من طفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة باستخدام اصطناع تم

مان شاركة   RevertAid First Strand cDNA Synthesisم الادنا الماتم اصاطناع

Thermo Scientific .الأمٌركٌة 

 مكونات عتٌدة الاصطناع -أ

 أنابٌب: 10 عٌنة. وٌحوي 100 الدنا المتمم من لاصطناع معد الطاقم هذا

   مكل  ٕٓٔأنبوب ٌحوي الأنزٌم بحجمRevertAid M-MuLV Reverse 

Transcriptase  مكل./ وحدة ٕٓٓبتركٌز 

  مكل من  ٕٓٔأنبوب ٌحويRiboLock RNase Inhibitor  ٕٓبتركٌز 

 مكل./وحدة

  مكل من  ٓٓ٘أنبوب ٌحوي Reaction Buffer 5 بتركٌزX هذه تتؤلؾ 

 ٕٓ٘ و ، pH=8.5باهاء بدرجة - HCl ترٌس مولار مٌلً ٕٓ٘ من الدارئة

 KClتاسٌومالبو كلور مولار مٌلً ٕٓ ، و MgCl2المؽنٌزٌوم  كلور مولار مٌلً

 مولار. مٌلً ٓ٘، و 

  مكل من  ٕٓ٘أنبوب ٌحويdNTP Mix. 

  مكل من  ٕٓٔأنبوب ٌحويOligo(dT)18 Primer  ٓٓٔبتركٌز 

 مٌكرومولار.

  مكل من  ٕٓٔأنبوب ٌحوي Random Hexamer Primer  ٓٓٔبتركٌز 

 مٌكرومولار.

  مكل من  ٕٓأنبوب ٌحويForward GAPDH Primer  ٓٔبتركٌز 

 .'CAAGGTCATCCATGACAACTTTG –3 – '5وتسلسله مٌكرومولار 

   مكل من  ٕٓأنبوب ٌحويReverse GAPDH Primer  ٓٔبتركٌز 

 .'GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG – 3 – '5مٌكرومولار وتسلسله 

  مكل من  ٕٓأنبوب ٌحويControl GAPDH RNA  مكل /مكػ ٘ٓ,ٓبتركٌز

 .kb 3’-poly(A) tailed RNA transcript 1.3وهو 

 مل من الماء الخالً من النكلٌاز ٕ٘,ٔبٌن ٌحوي كل واحد منهما أنبو 

Water,nuclease- free . 

 .م0  ٕٓ-حرارة  العتٌدة بدرجة تحفظ هذه
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 بروتوكول الاصطناع -ب

 فً الانحلال تمام حتى العقٌمة الخٌمة تحت ووضعت المجمدة من أخرجت العٌنات .ٔ

 .الؽرفة درجة حرارة

إلى الأنبوب السابق. ٌكمل الحجم  Oligo(dT)18 Primerمكل من  ٌٔضاؾ  .ٕ

مكل. ٌمزج بهدوء وٌثفل بشكل مختصر وٌحضن  ٕٔبالماء الخالً من النكلٌاز إلى 

 دقائق. ثم ٌبرد بوضع الأنبوب فً الثلج.  ٘م لمدة º ٘ٙبدرجة حرارة 

 RiboLock مكل من ٔ، و5X Reaction Bufferمكل من  ٌٗضاؾ  .ٖ

RNase Inhibitorمكل من  ٕ، وdNTP Mixمكل من الأنزٌم ٔ، و 

RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase  ًفٌصبح الحجم النهائ

 دقٌقة. ٓٙم لمدة º ٕٗمكل. ٌمزج بلطؾ تحضن بدرجة حرارة  ٕٓللعٌنة 

م مئوٌة لمدة 7ٓºتم انهاء التفاعل بالتسخٌن العٌنة فً حمام مائً درجة حرارته  .ٗ

 دقائق.٘

 م.   -º 80 حرارة بدرجة العٌنات تحفظ .٘

 

التفاعل التسلسلً ب جٌناتلل cDNAوالدنا المتمم  DNAتضخٌم الدنا  -1-2-4

   PCRللبولٌمٌراز 

 Thermo scientificمن شركة  PCR Mater mixاستخدمت عتٌدة  

-VBCعالٌة النقاوة التً قمنا بتصمٌمها، من قبل شركة الأمٌركٌة، صُنّعت مشارع 

Biotech  .ز واستخدم جهافً فٌٌناthermal cycler  من شركةBIO-RAD 

 الأمٌركٌة.

 H2A جٌنل PCRتفاعل  -أ

 باستخدام المشارع التالٌة  H2A جٌنالضُخم 

 -'ATTA GAATTCATG GCT ACT CCT CGC AGC G -3' 5 المشرع المباشر

 -'CTTCTAGACTAAGCGCTCGGTGTCGCCTTG-3' 5 المشرع العكسً الأول

 'CTTCTAGACTAAGCGCTCGGTGTCGCCTTG-3 -'5 نًالمشرع العكسً الثا
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 حل المشارع  -

 ٓٔمكرومولار وتمدٌد  ٓٓٔحلت جمٌع المشارع المستخدمة للحصول على تركٌز  

 مكرومولار.

 .نانومول ٙ,7ٕ م، وتحتوي العبوة ◦ٕ,ٙٙالمشرع المباشر تبلػ درجة انصهار 

  مكل  7ٕٙمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول للمشرع بتركٌز

 .PCRمن ماء 

 مكرومولار للحصول على  ٓٓٔمدد المحلول السابق ذو التركٌز ن

مكل من المحلول ذو  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔمحلول بتركٌز 

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓمكرومولار ونضٌؾ لها  ٓٓٔالتركٌز 

   .نانومول  ٔ,ٓٔم، وتحتوي العبوة 1,1ºٙالمشرع العكسً الأول تبلػ درجة انصهار 

 مكل من ماء  ٔٓٔمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔللمشرع بتركٌز  لتحضٌر محلول

PCR. 

  ٓٔمكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز 

مكرومولار  ٓٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ 

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓونضٌؾ لها 

   .نانومول ٗ,ٕ٘م، وتحتوي العبوة 7ٓ,7º ثانًتبلػ درجة انصهار المشرع العكسً ال

  مكل من ماء  ٕٗ٘مكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزهPCR. 

  مكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز

 ٓٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔ

 .PCRتر من ماء مكرو ل 1ٓمكرومولار ونضٌؾ لها 

 م.ºٕٓ-تم حفظ المحالٌل السابقة بالدرجة  

  PCRبروتوكول تفاعل  -

 .  ٕفً الجدولالمكونات الموضحة  على H2A الجٌن لتضخٌم PCR تفاعل مزٌج ٌحتوي
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 . PCR تفاعل . مكونات مزٌج 2الجدول

 مكرومولار ٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٔ المشرع الأمامً

 مكرومولار ٓٔكل من المحلول ذو التركٌز م ٔ المشرع العكسً

 مكل  ٘,ٕ نػ/ مكل( ٓٔٔعٌنة الدنا تركٌز )

PCR master mix ٕٔ,٘  مكل 

 مكل  PCR 1ماء 

 مكل ٕ٘ الحجم الكلً

 الدورات من H2A الجٌن لتضخٌم PCR لتفاعل المعتمد الحراري البرنامج ٌتكون

 .ٖ فً الجدولالموضحة 

 الجٌنات. لتضخٌم PCR لتفاعل المعتمد اريالحر البرنامج .3الجدول 

عدد  الخطوة

 الدورات

درجة  الزمن

 م ºالحرارة

 1٘ دقائق ٘ ٔ initial denaturationالتمسخ البدئً 

 1٘ دقٌقة ٔ ٖ٘ denaturationالتمسخ  

 6116 ثانٌة ٘ٗ H2Aجٌن  annealingالالتحام 

 61 ثانٌة ٘ٗ H2Bجٌن  annealingالالتحام 

 58 ثانٌة ٘ٗ H3جٌن  annealingام الالتح

 62 ثانٌة ٘ٗ H4جٌن  annealingالالتحام 

 7ٕ دقٌقة ٔ extensionالاستطالة 

 7ٕ دقائق ٘ ٔ  Final extension الاستطالة النهائٌة

 

 H2B جٌناللتضخٌم  PCRتفاعل  -ب

 باستخدام المشارع التالٌة:  H2B جٌنالضُخم  

  ATAGAATTCATG GCC TCT TCT CGC TCT GC -'5 '3-  المشرع المباشر

 -'CT TCTAGA TCAAGCCGACGCGCTCGAC-3' 5  المشرع العكسً الأول
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 'AT TCTAGATCA ACG CGA CGC GCT CGA C -3 -'5 المشرع العكسً الثانً

 حل المشارع  -

 مكرومولار. ٓٔمكرومولار وتمدٌد  ٓٓٔتم تمدٌد المشارع للوصول إلى تركٌز  

   .نانومول ٕٓم، وتحتوي العبوة º ٖ,ٙٙالمشرع المباشر  تبلػ درجة انصهار

  مكل من ماء  ٕٓٓمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزهPCR. 

  مكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز

 ٓٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔ

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓ مكرومولار ونضٌؾ لها

   .نانومول ٕ,ٕٔم، وتحتوي العبوة ºٔ,1ٙالمشرع العكسً الأول  تبلػ درجة انصهار

 .PCRمكل من ماء  ٕٕٔمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزه  -ٔ

مكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز  -ٕ

 ٓٓٔل من المحلول ذو التركٌز مك ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔ

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓمكرومولار ونضٌؾ لها 

   .نانومول  ٖ,ٕٕم، وتحتوي العبوة ºٖ,1ٙالمشرع العكسً الثانً  تبلػ درجة انصهار

 .PCRمكل من ماء  ٖٕٕمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزه  -ٔ

 ٓٔصول على محلول بتركٌز مكرومولار للح ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز  -ٕ

مكرومولار ونضٌؾ  ٓٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ 

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓلها 

 

  H2B جٌنلتضخٌم  PCRبروتوكول تفاعل   -

 ٕفً الجدولالموضحة  المواد على H2B الجٌن لتضخٌم PCR تفاعل مزٌج ٌحتوي

 الدورات من H2B الجٌن لتضخٌم PCR لتفاعل المعتمد الحراري البرنامج ٌتكون

 .ٖالموضحة فً الجدول
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  H3 جٌناللتضخٌم  PCRتفاعل  -ج

 باستخدام المشارع التالٌة:  H3 جٌنالضُخم 

  TATCTAGAATG TCC CGC ACC AAG GAG A -'5 '3- المشرع المباشر

 -'ATT GTCGAC TTAGTGGCGCTCACCGC -3' 5 المشرع العكسً الأول 

  ’ATTGTCGACCTA GTG CCG CTC ACC GC -3 -’5  عكسً  الثانًالمشرع ال

 حل المشارع -

 مكرومولار. ٓٔمكرومولار وتمدٌد  ٓٓٔتم تمدٌد المشارع للوصول إلى تركٌز 

   .نانومول ٗ.ٕٙم، وتحتوي العبوة ◦ٙ,٘ٙالمشرع المباشر  تبلػ درجة انصهار

 .PCRاء مكل من م ٕٗٙمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزه  -ٔ

مكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز  -ٕ

مكرومولار  ٓٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔ

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓونضٌؾ لها 

   .نانومول ٙ.ٖٓم، وتحتوي العبوة ºٙ,ٗٙالمشرع العكسً الأول  تبلػ درجة انصهار

 .PCRمكل من ماء  ٖٙٓمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔتحضٌر محلول تركٌزه ل -ٔ

مكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز  -ٕ

مكرومولار  ٓٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔ

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓونضٌؾ لها 

   .نانومول 1,ٗٔم، وتحتوي العبوة 1º,ٗٙمباشر المشرع ال تبلػ درجة انصهار

 .PCRمكل من ماء  1ٗٔمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزه  -ٔ
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مكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز  -ٕ

مكرومولار  ٓٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔ

 .PCRرولتر من ماء مك 1ٓونضٌؾ لها 

 H3 جٌنلتضخٌم  PCRبروتوكول تفاعل   -

 .ٕفً الجدولالموضحة  المواد على H3 الجٌن لتضخٌم PCR تفاعل مزٌج ٌحتوي

 الدورات من H3 الجٌن لتضخٌم PCR لتفاعل المعتمد الحراري البرنامج ٌتكون

 .ٖالموضحة فً الجدول

   H4 جٌنلتضخٌم  PCRتفاعل  -د

 خدام المشارع التالٌة:باست H4 جٌنالضُخم 

  ATCA GAATTCATG GCC AAG GGC AAG CGC TC-'5 '3-المشرع المباشر 

 TGTCTAGA TTACGCGTAGCCGTAGAGGATG-3' 5'- A المشرع العكسً الأول

 ’ATGTCTAGATTACGCGTAGCCGTACAGGATG  -3-’5 المشرع العكسً  الثانً 

 حل المشارع  -

 مكرومولار. ٓٔمكرومولار وتمدٌد  ٓٓٔتم تمدٌد المشارع للوصول إلى تركٌز 

   .نانومول ٕٗم، وتحتوي العبوة 7ٓºالمشرع المباشر  تبلػ درجة انصهار

  مكل من ماء  ٕٓٗمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزهPCR. 

  مكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز

 ٓٓٔمن المحلول ذو التركٌز مكل  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔ

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓمكرومولار ونضٌؾ لها 

 مكرومولار. ٓٔمكرومولار وتمدٌد  ٓٓٔتم تمدٌد المشارع للوصول إلى تركٌز 

   .نانومول ٗ.7ٔم، وتحتوي العبوة ºٗ,٘ٙالمشرع العكسً الأول  تبلػ درجة انصهار

  مكل من ماء  7ٗٔمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزهPCR. 
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  مكرومولار للحصول على محلول بتركٌز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌز

 ٓٓٔمكل من المحلول ذو التركٌز  ٓٔمكرومولار، حٌث نؤخذ  ٓٔ

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓمكرومولار ونضٌؾ لها 

   .ولنانوم 1,ٖٕم، وتحتوي العبوة 1º,٘ٙالمشرع العكسً الثانً  تبلػ درجة انصهار

  مكل من ماء  1ٖٕمكرومولار نضٌؾ  ٓٓٔلتحضٌر محلول تركٌزهPCR. 

  مكروماولار للحصاول علاى محلاول بتركٌاز  ٓٓٔنمدد المحلول السابق ذو التركٌاز

 ٓٓٔمكااااال مااااان المحلاااااول ذو التركٌاااااز  ٓٔمكروماااااولار، حٌاااااث نؤخاااااذ  ٓٔ

 .PCRمكرو لتر من ماء  1ٓمكرومولار ونضٌؾ لها 

   H4 جٌنخٌم لتض PCRتفاعل بروتوكول  -

 .ٕفً الجدولالموضحة مواد العلى  H4لتضخٌم الجٌن  PCRٌحتوي مزٌج تفاعل 

 من الدورات H4 لتضخٌم الجٌن PCRلتفاعل البرنامج الحراري المعتمد ٌتكون 

 .ٖفً الجدولالموضحة 

  جٌناتالرحلان الكهربائً لنواتج تضخٌم ال -1-3

%  ٕهلامة آؼاروز تركٌزها المضخمة على  جٌناتلل  PCRتم ترحٌل نواتج  

 ملونة بالإٌثٌدٌوم بروماٌد. 

استخدمت المواد التالٌة فً الرحلان الكهربائً. آؼاروز لتحضٌر هلامة الآؼاروز من 

من  5X  ،Loading dye 6xتركٌز  TBEالمالٌزٌة، دارئة  Vivantis شركة

 كة، جهاز رحلان كهربائً أفقً من شرمٌركٌةالأ Thermo scientificشركة

Cleaver  البرٌطانٌة، واسم لطول الدناDNA ladder 50bp من شركة Thermo 

scientific .الأمٌركٌة 

 تحضٌر محالٌل ودارئات الرحلان  -1-3-1

  TBE (Tris Borate EDTA buffer)تحضٌر دارئة   -أ

 بوزن ،PH=8ودرجة باهاء  M 0.5بتركٌز  EDTAلتر من محلول  1حُضّر 
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الكندٌة، وحلها بجزء من الماء المقطر. لا  Bio Basic Incن شركة م EDTAملػ  ٕٔ,1ٙٔ 

 هٌدروكسٌد الصودٌومبإضافة قطرات من  1ٌحدث الانحلال حتى ٌتم تعدٌل درجة الباهاء إلى 

 نظامً، ثم أكمل الحجم بالماء المقطر إلى الحجم المطلوب. 1

من  Tris baseؼرام من مادة   54وُزن   TBE (5X)لٌتر من دارئة  1لتحضٌر  

 USBمن شركة  boric acidؼرام من حمض البور   27.5الأمٌرٌكٌة، و promegaشركة 

مل من محلول  20حُلت المساحٌق السابقة بجزء من الماء المقطر ثم أضٌؾ  الأمٌركٌة.

EDTA  ذو تركٌزM 0.5  ودرجة باهاءpH=8 لٌتر.  1، ثم أكمل الحجم بالماء المقطر إلى

. أما إذا كانت درجة الباهاء أعلى أو أقل  pH=8رة ثانٌة أن درجة الباهاءتم وٌجب التؤكد م

 نظامً. ٔ، فتضبط مرة ثانٌة بمحلول حمض كلور الماء أو ماءات الصودٌوم 1من 

 

 تحضٌر هلامة الآغاروز -ب

غ من الآؼاروز وحلهّا بمساعدة ٕ% بوزن ٕتم تحضٌر هلامة الآؼاروز بتركٌز  

تركٌزه  TBEمل  ٓٔمل من محلول ٌتؤلؾ من  ٌٓٓٔحوي  الحرارة فً فٌول زجاجً

5X  مل من الماء المقطر، حتى ٌصبح المحلول شفافاً تماماً. ٌترك المحلول حتً ٌبرد  1ٓو

مكل من  ٕم نضٌؾ ضمن الفٌول º ٘٘وعندما تصل درجة حرارة الآؼاروز المنحل إلى 

مل الهلامة فً المكان المالٌزٌة. وضع المشط فً حا vivantisالإٌثٌدٌوم برومٌد 

المخصص له ثم صُبّ محلول الآؼار فً حامل الهلامة وترك حتى ٌبرد وٌتهلم. نُزع 

المشط بلطؾ وبشكل عمودي بعد أن برد الآؼار وتهلم تماماً. نُقل الهلام بعدئذ الى حوض 

 .0.5X TBEالرحلان حٌث ؼمرت الهلامة بدارئة 

مكل من  ٔ+  جٌنالمن ناتج تضخٌم مكل  ٘حقنت العٌنات فً الآبار، تم مزج  

فً أنبوب إبندورؾ ومزجها جٌداً ومن ثم  bromophenol blueزرقة البروموفٌنول 

مكل من واسم اطوال  ٘,ٕحقنها بواسطة رأس ممص دقٌق فً البئر المناسب. كما تم حقن 

مكل من زرقة البروموفٌنول فً البئر  ٘،ٓ، ممزوجة مع bp DNA ladder 50الدنا 

مٌلً أمبٌر.  ٕٓٔفولط وشدته  ٓٓٔاسب. تم توصٌل جهاز الرحلان إلى تٌار كهربائً المن

دقٌقة، ثم تم إظهار العصابات بوضع الهلامة فً جهاز الأشعة فوق  ٓ٘تم الترحٌل لمدة 

 البرٌطانٌة.  Cleaverلشركة  UVالبنفسجٌة 
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 جٌناتتنقٌة نواتج تضخٌم ال -2

 GENE Jet PCRتخدام عتٌدة باس جٌناتتمت تنقٌة نواتج تضخٌم ال

purification kit  :وفقاً للخطوات التالٌة 

 ونمزجهما.  ٔ:ٔإلى ناتج التضخٌم بنسبة  Binding bufferنضٌؾ  -ٔ

مل. ونثفل لمدة دقٌقة  ٘,ٔنضع الناتج على عمود التنقٌة على انبوب إبٌندروؾ سعة  -ٕ

 دورة/بالدقٌقة. ٓٓٓٗٔواحدة بسرعة 

 ٘ٗالمضاؾ لها  wash bufferمكل من دارئة الؽسل  7ٓٓنضٌؾ نرمً الرشاحة و -ٖ

 %.ٓٓٔمكل من الإٌتانول 

 دورة/بالدقٌقة ونرمً الرشاحة.  ٓٓٓٗٔنثفل لمدة دقٌقة بسرعة  -ٗ

 مل.  ٘،ٔننقل عمود التنقٌة إلى انبوب إبٌندروؾ سعة  -٘

حتفظ ونثفل بنفس الشروط. ن elution bufferمكل من دارئة الشطؾ  ٖٓنضٌؾ  -ٙ

 م.ºٕٓ-المنقاة، بدرجة حرارة  جٌناتبالرشاحة الناتجة، التً تحتوي نواتج تضخٌم ال

 المختارة جٌناتمن ال جٌنتحضٌر اللقاح من كل   -3

  ضم البلاسمٌد بإنزٌم اقتطاع واحدالتأكد من فعالٌة إنزٌمات الاقتطاع به -3-1

 Thermoمرة من شركة تم تهضٌم البلاسمٌد باستخدام إنزٌم اقتطاع واحد فً كل  

scientific   .الأمٌركٌة، وذلك للتؤكد من فعالٌة إنزٌمات الاقتطاع 

 . الكواشف المطلوبة لتفاعل التهضٌم وحجومها.4الجدول 

 ٔأنبوب  ٕأنبوب  ٖأنبوب  الكواشؾ المستخدمة

 مكل ٗ مكل ٗ مكل ٗ Tango 2xدارئة 

Deionized water ٖٔ مكل ٖٔ مكل ٖٔ مكل 

 مكل ٕ مكل ٕ مكل ٕ سمٌد/بلاجٌن

 وحدات( ٓٔمكل ) ECORI ٓ ٓ 1إنزٌم 

 ٓ وحدات( ٓٔمكل ) XBAI ٓ 1إنزٌم 

 ٓ ٓ وحدات( ٓٔمكل ) SALI 1إنزٌم 

 مكل ٕٓ مكل ٕٓ مكل ٕٓ الحجم الكلً
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ساعة، ثم قمنا بترحٌل العٌنات  ٕم  لمدة º 7ٖحضنت الأنابٌب بحمام مائً درجة حرارته 

 % وفقاً للنموذج التالً. 1,ٓعلى هلامة آؼاروز 

 ٘بئر  ٗبئر  ٖبئر  ٕبئر  ٔبئر 

 واسم 

 أطوال الدنا

 بلاسمٌد

 ؼٌر مهضم

 بلاسمٌد مهضم

 ECORIبإنزٌم 

 بلاسمٌد مهضم

 XBAIبإنزٌم 

 بلاسمٌد مهضم

 SALIبإنزٌم 

 سمح الترحٌل بالحصول على بروفاٌل قطع نظامً.

 جٌناتالتهضٌم الثنائً للبلاسمٌد وال -3-2

التؤكد من فعالٌة كل إنزٌم من إنزٌمات الهضم، قمنا بالتهضٌم الثنائً لكل من  بعد

 .٘وفقاً للجدول  جٌناتالبلاسمٌد وال

 المختلفة وحجومها. جٌنات. الكواشف المطلوبة لتهضمٌم البلاسمٌد وال5جدول ال

الكواشف المطلوبة 

 للتهضٌم الثنائً

أنبوب 

 بلاسمٌد

أنبوب 

 بلاسمٌد

أنبوب 

 جٌنال

H4 

أنبوب 

 جٌنال

H3 

أنبوب 

 جٌنال

H2B 

أنبوب 

 جٌنال

H2A 

 ٓٔ مكل ٗ مكل ٗ /بلاسمٌدجٌن

 مكل

ٔٓ 

 مكل

ٔٓ 

 مكل

ٔٓ 

 مكل

 مكل ٙ مكل ٙ مكل ٙ مكل ٙ مكل ٙ مكل ٙ Tango 2xدارئة 

ddH2o ٔ7 

 مكل

ٔ7 

 مكل

ٔ7 

 مكل

ٔ7 

 مكل

ٔ7 

 مكل

ٔ7 

 مكل

 ٘,ٔ ٓ ECORIإنزٌم 

 مكل

ٔ,٘ 

 مكل

ٓ ٔ,٘ 

 مكل

ٔ,٘ 

 مكل

 ٘,ٔ XBAIم إنزٌ

 مكل

ٔ,٘ 

 مكل

ٔ,٘ 

 مكل

ٔ,٘ 

 مكل

ٔ,٘ 

 مكل

ٔ,٘ 

 مكل

 ٘,ٔ SALIإنزٌم 

 مكل

ٓ ٓ ٔ,٘ 

 مكل

ٓ ٓ 

 ٖٓ الحجم الكلً

 مكل

ٖٓ 

 مكل

ٖٓ 

 مكل

ٖٓ 

 مكل

ٖٓ 

 مكل

ٖٓ 

 مكل
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لمدة  37ºCمزجت محتوٌات كل أنبوب ووضعت بحمام مائً بدرجة حرارة  

% وفقاً 1.ٓج الهضم على هلامة آؼاروز ساعتٌن ثم تم التؤكد من فعالٌة القطع بترحٌل نوات

 للنموذج التالً. 

 ٗبئر  ٖبئر  ٕبئر  ٔبئر 

 واسم 

 1kbأطوال الدنا 

 بلاسمٌد

 ؼٌر مهضم

 بلاسمٌد مهضم

 ECORI\XBAIبإنزٌمً 

 بلاسمٌد مهضم

 XBAI\SALIبإنزٌمً 

 الرحلان الكهربائً للبلاسمٌدات المهضمة ثنائٌا   -3-3

البرٌطانً، وتم الترحٌل على هلامة آؼاروز  CLEAVERاستخدم جهاز رحلان  

 بالإٌثٌدٌوم بروماٌد. stained%  ملونة 1,ٓتركٌزها 

 والبلاسمٌدات جٌناتتنقٌة نواتج الهضم الثناثً لل -3-4

  GENE JET PCR PURIFICATION KITتمت التنقٌة باستخدام عتٌدة  

 لتالٌة:الأمٌركٌة وذلك وفقاً للخطوات ا Thermoscientificلشركة 

 ونمزج.  ٔ:ٔإلى ناتج التضخٌم بنسبة  Binding bufferنضٌؾ دارئة  -ٔ

دورة/الدقٌقة  ٓٓٓٗٔنضع الناتج على عمود التنقٌة ونثفل لمدة دقٌقة واحدة بسرعة  -ٕ

 مل. ٘,ٔعلى أنبوب سعة 

 ٘ٗالمضاؾ لها  wash bufferمكل من دارئة الؽسل   7ٓٓنرمً الرشاحة ونضٌؾ  -ٖ

 %.ٓٓٔتانول مكل من الإٌ

 دورة/الدقٌقة ونرمً الرشاحة. ٓٓٓٗٔنثفل لمدة دقٌقة بسرعة  -ٗ

 مل. ٔنثفل أٌضا بنفس الشروط ثم ننقل عمود التنقٌة إلى انبوب إبٌندروؾ بسعة  -٘

ونثفل بنفس الشروط  السابقة.  elution bufferمكل من دارئة الشطؾ   ٖٓنضٌؾ -ٙ

 م.º ٕٓ-حرارة  نحتفظ بالرشاحة الناتجة المنقاة بدرجة

 والبلاسمٌدات المهضمة بعد التنقٌة جٌناتقٌاس تركٌز ال -3-5

 DNAλتم ضبط الجهاز باستخدام  تم القٌاس باستخدام مقٌاس الطٌؾ الضوئً.  
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. تم ادخال الإعدادات المطلوبة من حٌث طول الأمٌركٌة Thermoscientificمن شركة 

والنسبة بٌنهما، ونػ/مكل كوحدة لقٌاس نانومتر  1ٕٓو  ٕٓٙالموجة، على طولً موجة 

  التراكٌز. بعد تمرٌر الناصع، الماء المقطر، قسنا التراكٌز.

 ligationبالبلاسمٌد  جٌنالربط  -3-6

والبلاسمٌد المهضّمٌن بشكل متوافق بنفس إنزٌمات الاقتطاع،  جٌنالٌشكل ربط  

 t4 dnaباستخدام إنزٌم الخطوة الأخٌرة فً بناء البلاسمٌد المإشب. تم هذا التفاعل

ligase   من شركةThermo scientific  الأمٌركٌة، الذي ٌقوم بتحفٌز تشكٌل روابط

 ثنائٌة تساهمٌة، فوسفو إسترٌة، تربط النكلٌوتٌدات معاً بشكل ثابت. 

والبلاسمٌد المهضّمة بإنزٌمات الاقتطاع والداخلة فً  جٌناتتم تحدٌد كمٌة كل من ال 

 اعتماداً على القانون التالً: ligatonتفاعل الربط 

/طول البلاسمٌد bp جٌنال]طول × المراد إدخالها بـ نانوؼرام = النسبة المولٌة  جٌنالكمٌة 

bp × ].كمٌة البلاسمٌد بـ نانوؼرام 

نانوؼرام، وأن النسبة المولٌة  ٓ٘بافتراض أن كمٌة البلاسمٌد المراد إدخالها تساوي  

زوج  ٙٓٓٗبلاسمٌد، وأن طول البلاسمٌد ٌساوي  1:  جٌن ٙوي والبلاسمٌد تسا جٌنالبٌن 

 جٌنالزوج أساس، ٌظهر تطبٌق القانون أن كمٌة  11ٌٖبلػ  H2A جٌنأساس،  وأن طول 

H2A نػ/مكل فإننا  ٌٕٖساوي  جٌنالنانوؼرام. وبما أن تركٌز  1,11ٕ المطلوبة تساوي

م التفاعل. وبما أن تركٌز البلاسمٌد لإتما جٌنالمكل من محلول  1ٖٖ7,ٓبالتالً نحتاج إلى 

نانوؼرام/مكل، فإننا بالتالً نحتاج  7ٌٕٗساوي  ECORI\XBAIالمقطع بإنزٌمً القطع 

 نانوؼرام. ٓ٘مكل من محلول البلاسمٌد لنحصل على  ٕٕٓ,ٓإلى 

زوج أساس، ٌظهر تطبٌق  ٌٖٖٙبلػ طوله  ذيال H2B جٌنوكذلك الأمر بالنسبة ل 

 جٌنالنانوؼرام. وبما أن تركٌز  ٙٔ,ٕ٘المطلوبة تساوي  H2B جٌنالالقانون، أن كمٌة 

لإتمام  جٌنالمكل من محلول دنا  1ٖٔ1,ٓنانوؼرام/مكل فإننا بالتالً نحتاج  7ٌٕساوي 

 7ٌٕٗساوي  ECORI\XBAIالتفاعل. وبما أن تركٌز البلاسمٌد المقطع بإنزٌمً 

ن محلول دنا البلاسمٌد المستخلص مكل م ٕٕٓ,ٓنانوؼرام/مكل، فإننا بالتالً نحتاج إلى 

 نانوؼرام. ٓ٘لنحصل على 
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زوج أساس، ٌظهر تطبٌق  1ٌٖٖبلػ طوله  ذيال H3 جٌنوكذلك الأمر بالنسبة ل 

 جٌنالنانوؼرام. وبما أن تركٌز  ٖٗ,1ٕالمطلوبة تساوي  H3 جٌنالالقانون، أن كمٌة 

لإتمام  جٌنالمحلول دنا مكل من  1ٔٔ,ٓنانوؼرام/مكل فإننا بالتالً نحتاج  1ٌٕٗساوي 

 11ٌٕساوي  XBAI\SALI Iالتفاعل. وبما أن تركٌز البلاسمٌد المقطع بإنزٌمً 

مكل من محلول دنا البلاسمٌد المستخلص  7ٔ,ٓنانوؼرام/مكل، فإننا بالتالً نحتاج إلى 

 نانوؼرام. ٓ٘لنحصل على 

ر تطبٌق زوج أساس، ٌظه ٖٖٓ ذي ٌبلػ طولهال H4 جٌنوكذلك الأمر بالنسبة ل 

 جٌنالنانوؼرام. وبما أن تركٌز  1ٙ,ٕٕالمطلوبة تساوي  H4 جٌنالالقانون، أن كمٌة 

لإتمام  جٌنالمكل من محلول دنا  ٕٙٙٗ,ٓنانوؼرام/مكل فإننا بالتالً نحتاج  1ٌٕساوي 

 7ٌٕٗساوي  ECORI\XBAIالتفاعل. وبما أن تركٌز البلاسمٌد المقطع بإنزٌمً 

مكل من محلول دنا البلاسمٌد المستخلص  ٕٕٓ,ٓتالً نحتاج إلى نانوؼرام/مكل، فإننا بال

 نانوؼرام. ٓ٘لنحصل على 

نظراً لصؽر حجوم الكواشؾ السابقة، ولأسباب عملٌة تتعلق بسهولة العمل وبدقة  

وفقاً للبروتوكول  ligationالممصات فقد ضاعفنا الكمٌات بحٌث تم إجراء تفاعل الربط 

 .ٙالمذكور فً الجدول 

 . الكواشف المستخدمة فً تفاعل الربط وحجومها.6دول جال

الكواشؾ 

 المطلوبة

 جٌنتهضٌم  شاهد سلبً شاهد سلبً

H4 

تهضٌم 

 H3 جٌن

 جٌنتهضٌم 

H2B 

تهضٌم 

 H2A جٌن

 مكل ٕ مكل ٕ مكل ٕ مكل ٕ ٓ ٓ  جٌنال

بلاسمٌد 

  مهضم

 مكل ٘,ٓ

(XBAI\S

ALI) 

 مكل ٘,ٓ

(ECORI\X

BAI) 

 مكل ٘,ٓ

(ECORI\X

BAI) 

 مكل ٘,ٓ

(XBAI\S

ALI) 

 مكل ٘,ٓ

(ECORI\X

BAI) 

 مكل ٘,ٓ

(ECORI\

XBAI) 

 مكل ٕ مكل ٕ مكل ٕ مكل ٕ مكل ٕ مكل ٕ دارئة

ddH2o ٔ7,ٖ مكل ٖ,٘ٔ مكل ٖ,٘ٔ مكل ٖ,٘ٔ مكل ٖ,٘ٔ مكل ٖ,7ٔ مكل 

T4 DNA 

ligase  

 مكل ٕ,ٓ مكل ٕ,ٓ مكل ٕ,ٓ مكل ٕ,ٓ مكل ٕ,ٓ مكل ٕ,ٓ

 مكل ٕٓ مكل ٕٓ مكل ٕٓ مكل ٕٓ مكل ٕٓ مكل ٕٓ  الحجم الكلً
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م لمدة ساعتٌن، ثم تم تعطٌل ºٙٔتم تفاعل الربط بحضن المكونات بدرجة حرارة  

بوضع أنبوب الإبندورؾ الحاوي على المكونات فً حمام مائً    ligationتفاعل الربط 

 م.◦ ٕٓ –دقائق ومن ثم حفظ ناتج تفاعل الربط بالدرجة  ٘م لمدة º٘ٙبدرجة حرارة 

 Transformationالاستحالة  -3-7

  E coli TOP 10تهٌئة الجراثٌم  -3-7-1

الأمٌركٌة.  promegaمن شركة  E coli TOP 10تم استخدام الجراثٌم  

ووزعت ضمن انابٌب  ،ٗ,ٓتساوي  OD600حضرت معلقات من هذه السلالة بكثافة 

. قمنا لالةم للحفاظ على الس◦ 1ٓ-مكل من المعلق وحفظت بدرجة حرارة  ٓٓٔتحتوي 

، بطرٌقة كلورٌد competent cellsبتهٌئة الجراثٌم السابقة، جعلها خلاٌا مإهلة 

 الكالسٌوم.

 تحضٌر الأوساط اللازمة لنمو الجراثٌم  -أ

  تحضٌر وسطLuria-Bertani (LB آغار ) 

مل من  ٓٓٔالألمانٌة، ثم حُلتّ فً  ROTHغ من الوسط، من شركة  ٘,ٖتم وزن  

م °ٕٔٔبدرجة حرارة عبوة زجاجٌة. تم تعقٌم الوسط بالصاد الموصد  الماء المقطر فً

، ثم أؼلقت العبوة بإحكام ووُضعت علٌها لصاقة تدل على دقٌقة ٕٓبار لمدة  ٘,ٔوضؽط 

 اسم المادة وتارٌخ التحضٌر.

  تحضٌر وسط مرقLB 

مل من  ٓٓٔالألمانٌة، ثم حُلتّ فً  ROTHغ من الوسط، من شركة  ٕتم وزن  

° م121بدرجة حرارة المقطر فً عبوة زجاجٌة. تم تعقٌم الوسط بالصاد الموصد  الماء

، ثم أؼلقت العبوة بإحكام ووضع علٌها لصاقة تدل على اسم دقٌقة 20بار لمدة  1.5وضؽط 

 المادة وتارٌخ التحضٌر.

 E.coli TOP 10بروتوكول تهٌئة جراثٌم  -ب

 من مكل ٓٓٔبؤخُذ  TOP 10من جراثٌم  pre cultureحُضّر مستنبت أولً  
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من شركة  LBمل من وسط مرق  ٘م ووضعها فً 1ٓº –الجراثٌم المجمدة بالدرجة 

RoTh  7ٖمل وتم حضنها فً الدرجة  ٘.ٔالألمانٌة فً إبندورؾ سعة º ٕٗلمدة م 

 .ساعة

مل من  ٓٓٔالسابق إلى فٌول زجاجً ٌحتوي  pre cultureنُقل المستنبت أولً  

الكورٌة الجنوبٌة،   JSRالفٌول فً حاضنة هزازة لشركة  . حُضن محتوىLBمرق 

دورة/دقٌقة. تمت مراقبة الكثافة الضوئٌة للمستنبت  ٕٕ٘م مع الرج بسرعة ◦7ٖبالدرجة 

الموجود فً الفٌول وذلك بؤخذ عٌنة من الفٌول كل ساعتٌن وقٌاس الكثافة الضوئٌة بواسطة 

 نو متر. نا ٓٓٙجهاز مقٌاس الطٌؾ الضوئً على طول موجة 

، وُزّع محتوى الفٌول على أنبوبٌن ٗ،ٓعندما وصلت الكثافة الضوئٌة إلى قٌمة  

دورة/دقٌقة لمدة  ٕٓٓ٘مل ثم ثُفّلا بسرعة  ٓ٘بلاستٌكٌٌن معقمٌن مخصصٌن للزرع سعة 

مل من محلول مبرد ومعقم لكلورٌد  ٕٓدقائق. عُلقّ الراسب الناتج من كل أنبوب فً  ٓٔ

% منه ٘ٔالألمانٌة، وٌحتوي على  Merck، من شركة مٌلً مولار ٓٙالكالسٌوم بتركٌز 

 الألمانٌة. Merckؼلٌسٌرول من شركة 

دقائق فً مثفلة لشركة  ٓٔدورة/دقٌقة لمدة  ٕٓٓ٘ثُفّل المعلق السابق بسرعة  

BIOSAN + م. تم التخلص من الطافً وعُلق الراسب الناتج ◦ ٗالألمانٌة بدرجة حرارة

مل من مزٌج كلورٌد الكالسٌوم والؽلٌسٌرول السابق ثم حُضن على  ٕٓمن كل أنبوب فً 

 دقٌقة. فنحصل بذلك على جراثٌم مإهلة. ٖٓالثلج لمدة 

دقائق فً مثفلة لشركة  ٓٔدورة/دقٌقة لمدة  ٕٓٓ٘ثُفّل الأنبوبٌن بسرعة  

BIOSAN  ًمل من مزٌج السابق  ٕالألمانٌة ثم علق الراسب الناتج فً كل أنبوب ف

 ورٌد الكالسٌوم والؽلٌسٌرول. لكل

وُزعت الكمٌة السابقة ضمن عدة أنابٌب إبٌندورؾ عقٌمة بحٌث ٌحتوي كل أنبوب  

وحفظت فً  E coli TOP 10 competent cellsمكل من جراثٌم  ٓٓٔعلى 

 .م1ٓº-المجمدة بالدرجة 

 Transformationتفاعل الاستحالة  -3-7-2

مكل،  ٓٓٓٔو  ٓٓٔممصات عقٌمة قٌاس تتطلب عملٌة الاستحالة توفر رإوس  

من دون صادات، تحضٌر  LBمل، ثلج، وسط مرق  ٘,ٔوأنابٌب إٌبندورؾ عقٌمة قٌاس 
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مكروؼرام /مل. تمت عملٌة الاستحالة وفقاً  ٓٓٔآؼار تحوي أمبٌسٌلٌن بتركٌز  LBأطباق 

 للبروتوكول التالً:

على الثلج  competent cells مإهلةتمت إذابة الأنبوب الحاوي على الجراثٌم ال -ٔ

 دقٌقة. ٘ٔلمدة 

مكل  ٘و  المإهلةمكل من الجراثٌم  ٓ٘مل  ٘,ٔوضعنا فً أنبوب إبندورؾ سعة  -ٕ

 دقٌقة على الثلج. ٖٓ. ترك المزٌج لمدة ligationمن ناتج الربط 

 ٘ٗم لمدة ◦ٕٗقمنا بنقل الأنابٌب بسرعة من الثلج إلى حمام مائً بدرجة حرارة  -ٖ

 نابٌب فً الثلج لمدة دقٌقتٌن.ثانٌة، ثم وضعنا الأ

دون صادات إلى أنبوب الإبٌندورؾ الحاوي  LBمكل من وسط مرق  ٓٓ٘أضفنا  -ٗ

 7ٖ. وضع الأنبوب فً حاضنة هزازة بدرجة حرارة ligationعلى ناتج الربط  

 هزة/دقٌقة.  ٕٕ٘دقٌقة وبسرعة اهتزاز  ٘ٗم لمدة ◦

أنبوب الإبٌندورؾ وتخلصنا من بعد الانتهاء من الحضن، قمنا بؤقصى سرعة بتثفٌل  -٘

 .LBمكل من السائل الطافً ثم علقنا الرسابة بالحجم المتبقً من مرق  ٓٓٗ

مكل من محتوى أنبوب الإبندورؾ بواسطة ممص دقٌق ووضعناها على  ٓٙأخذنا  -ٙ

مكػ / مل، وفرشت بواسطة  ٓٓٔآؼار تحوي أمبٌسٌلٌن بتركٌز  LBأطباق وسط 

درجة وفرشنا مجدداً على  ٓٙدوّرنا الطبق بزاوٌة الماسحة على كامل الطبق ثم 

 مرات.  ٖكامل مساحة الطبق وكررنا هذه العملٌة 

الكورٌة الجنوبٌة بدرجة حرارة  JSRآؼار فً حاضنة لشركة  LBحضنت أطباق  -7

آؼار فقط بنمو  LBساعة. ٌسمح وجود الأمبٌسٌلٌن فً وسط  ٕٗم لمدة ◦7ٖ

لاسمٌد المإشب أو الفارغ، لأن البلاسمٌد مستعمرات الجراثٌم الحاوٌة على الب

 مقاومة الأمبٌسٌلٌن. جٌنٌحوي على 

بعد الحضن أخرجت الأطباق للتحقق من حدوث نمو للمستعمرات الجرثومٌة  -1

 .الحاوٌة على البلاسمٌد

 ضمن البلاسمٌد أو المستعمرات جٌناتلكشف ال PCRتفاعل  -4

نامٌة التً احتوت جراثٌم كفٌئة على عدد من المستعمرات ال PCRأجرٌت تفاعلات  

 جٌناتخضعت لعملٌة الاستحالة لإدخال بلاسمٌد فارغ أو بلاسمٌد مإشب بإحدى ال
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ضمن البلاسمٌد. اعتبرت المستعمرات الحاوٌة على  جٌنالالمدروسة، وذلك  لتحري وجود 

 بلاسمٌد ؼٌر مإشب كمستعمرات شاهدة.

مستعمرة جرثومٌة. استحلبت  ٔٔ، أخذ من كل طبق زرعً مخصص لكل جٌن من الجٌنات

مكل من المعلق السابق على  ٘مكل ماء معقم  ومنزوع الشوارد. زرع ٓٔكل مستعمرة فً 

ساعة  ٕٗمكػ/مل وحضنت لمدة ٓٓٔالحاوي على أمبٌسللٌن بتركٌز  LBوسط آؼار 

م. ◦1درجة مئوٌة ثم حفظت الأطباق التً نمت علٌها الجراثٌم بدرجة + 7ٖبدرجة حرارة 

 .PCRمكل، ما تبقى من المعلق الجرثومً، لإجراء تفاعل  ٘ذ أخ

 .PCR. حجوم الكواشف الداخلة فً تفاعل 7جدول ال 

 مكل ٘ المعلق الجرثومً المؤخوذ من المستعمرة 

 مكل ٔ جٌنالمشرع المباشر لل

 مكل  ٔ  جٌنالمشرع العكسً لل

PCR Master mix 2x ٕٔ,٘  مكل 

 مكل  ٘,٘ الشوارد  ماء ثنائً التقطٌر ومنزوع

 مكل ٕ٘ الحجم الكلً

  

من  PCR Master mix 2xباستخدام عتٌدة  PCRأجري تفاعل  

 Thermocyclerالأمٌركٌة، وجهاز المدور الحراري   Thermoscientificشركة

 .الأمٌركٌة BIO-RADلشركة  

  H2A جٌنللمستعمرات المفترض إحتوائها  على  PCRتفاعل  -4-1

شارع السابقة التً تم ذكرها سابقاً، المشرع المباشر والمشرع العكسً استخدمت الم 

 .H2A جٌنالثانً، وتم تطبٌق نفس البرنامج الحراري المعتمد لتضخٌم 

 H2B جٌنللمستعمرات المفترض إحتوائها على  PCRتفاعل  -4-2

كسً استخدمت المشارع السابقة التً تم ذكرها سابقاً، المشرع المباشر والمشرع الع 

 . H2B جٌنالثانً، وتم تطبٌق نفس البرنامج الحراري المعتمد لتضخٌم 



ٔٓ7 
 

 H3 جٌنللمستعمرات المفترض إحتوائها على  PCRتفاعل  4-3

استخدمت المشارع السابقة التً تم ذكرها سابقاً، المشرع المباشر والمشرع العكسً  

 . H3 جٌنالثانً، وتم تطبٌق نفس البرنامج الحراري المعتمد لتضخٌم 

 H4 جٌنللمستعمرات المفترض إحتوائها على  PCRتفاعل  4-4

استخدمت المشارع السابقة التً تم ذكرها سابقاً، المشرع المباشر والمشرع العكسً  

 . H4 جٌنالثانً، وتم تطبٌق نفس البرنامج الحراري المعتمد لتضخٌم 

عملٌة الاستحالة للمستعمرات النامٌة التً تحتوي جراثٌم خضعت ل  PCRتفاعل -4-5

 جٌناتدخال بلاسمٌدات لا تحتوي على لإ

باستخدام  PCRأخذت كل المستعمرات النامٌة على طبق الزرع، وخضعت لتفاعل   

على حدى، وطبق بروتوكول البرنامج الحراري  جٌناتمن ال جٌنالمشارع الخاصة بكل 

 التً استخدمت مشارعها. جٌنالالخاص ب

للمستعمرات النامٌة التً تحتوي جراثٌم   PCRتج تفاعلالرحلان الكهربائً لنوا -5

  خضعت لعملٌة الاستحالة

. تم اختٌار المستعمرات التً  %ٔرحلت النواتج على هلامة آؼاروز بتركٌز  

 . جٌناتاحتوت على ال

التً أظهر تطبٌق  E.coli Top 10استخلاص البلاسمٌد المأشوب من جراثٌم  -6

 فٌها جٌناتوجود العلى مستعمراتها  PCRتفاعل 

، تم استخلاص جٌناتوتحري المستعمرات الحاوٌة على ال  PCRبعد إجراء تفاعل  

البلاسمٌدات المؤشوبة من هذه المستعمرات بطرٌقة الاستخلاص الٌدوي لتحري وجود 

 وجودالبلاسمٌد المؽلق وإجراء تفاعل التهضٌم على هذه البلاسمٌدات للتؤكد بشكل نهائً من 

اخلها. وبعد التؤكد من هذه الاختبارات التً ستذكر بالتفصٌل لاحقاً تم استخلاص د جٌناتال

 E.coli Top، من جراثٌم الجٌناتالبلاسمٌدات، التً أظهر تفاعل التهضٌم احتوائها على 

من شركة   GF-1 PLASMID DNA EXTRACTIONباستخدام  عتٌدة 10
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vivantis تخلاص البلاسمٌد المإشب . وسنستعرض فٌما ٌلً خطوات اسالمالٌزٌة

 بالطرٌقة الٌدوٌة أو بواسطة عتٌدة الاستخلاص.

 طرٌقة استخلاص البلاسمٌد المؤشب ٌدوٌاً  -1-ٙ

 تحضٌر محالٌل الاستخلاص  -6-1-1  

  Resuspension solutionمحلول إعادة تعلٌق الرسابة الجرثومٌة -

mM Tris HCL (pH=8  ،) ٕ٘ؼلوكوز،  mM ٌٓ٘تؤلؾ محلول التعلٌق من  

ٔٓ mM EDTA (pH=8  ر مل من هذا المحلول  ٓٓٔ(، وماء منزوع الشوارد. حضِّ

)  Tris HClمل  ٘،ٕ، و Mٔمل ؼلوكوز  ٘مل ماء منزوع الشوارد، و 1ٓوذلك بمزج 

pH=8مل  ٕ(، وEDTA (pH=8 وأكمال الحجم بالماء منزوع الشوادر حتى ،)ٔٓٓ 

 م. ◦ٗمل. حفظ المحلول بدرجة حرارة +

 بالطرٌقة القلوٌة Lysis solutionحل خلاٌا الجراثٌم  محلول -

 sodium dodecylن، و  ٕ,ٌٓتؤلؾ محلول الحل من هٌدروكسٌد الصودٌوم  

sulfate (SDS)  ٔ ر مل من هذا المحلول بوضع  ٓٓٔ%، وماء منزوع الشوارد. حضِّ

 SDSمل من  ٓٔن، و  ٓٔمل هٌدروكسٌد الصودٌوم ٕمل ماء منزوع الشوارد مع  1ٓ

مل بالماء منزوع الشوارد. حفظ المحلول بدرجة حرارة  ٓٓٔـ%، واكمال الحجم لٓٔ

 الؽرفة.

   Neutralizing solution محلول التعدٌل  -

، وحمض الخل الثلجً، وماء M ٌ٘تؤلؾ محلول التعدٌل من أسٌتات البوتاسٌوم 

ر   د معماء منزوع الشوار ٘,1ٕمل من المحلول بمزج  ٓٓٔمنزوع الشوارد. حضِّ

مل من حمض الخل الثلجً. حفظ المحلول  ٘,ٔٔ، و M٘مل أسٌتات البوتاسٌوم  ٓٙ

 بدرجة حرارة الؽرفة.

 بروتوكول الاستخلاص  -6-1-2

،  PCRتحضٌر المستنبت الزرعً: أخذت مستعمرة، أظهرت إٌجابٌة تفاعل  -ٔ

الحاوي على  LBمل من مرق  ٖواستحلبت فً أنبوب زرع عقٌم ٌحوي على 



ٔٓ1 
 

م فً حاضنة  7ٖمكػ /مل وحضنت بدرجة حرارة  ٓٓٔسللٌن بتركٌز الأمبٌ

ساعة. زرعت كل مستعمرة من  ٕٗهزة/دقٌقة لمدة  ٕٕ٘هزازة بسرعة اهتزاز 

، على طبق منفصل PCRالمستعمرات الأخرى التً أظهرت إٌجابٌة تفاعل 

 وبشكل مماثل.

 لطافً.دقائق ورمً السائل ا ٘لمدة  g × ٓٓٓٙثفل أنبوب زرع بسرعة  -ٕ

، Resuspension solutionمكل من محلول التعلٌق  ٕٓ٘أضٌؾ  -ٖ

،للتخلص من أي آثار للرنا فً حال وجدت،  RNAaseمكل  ٓٔالمضاؾ له 

 للرسابة وأعٌد تعلٌق الرسابة بشكل كامل بالمحلول بواسطة رجاجة. 

ومزج المحتوى بقلب   lysis solutionمكل من محلول الحل  ٕٓ٘أضٌؾ  -ٗ

 دقائق بالضبط. ٘مرات ثم حضن بالثلج لمدة  ٙ-ٗوب بلطؾ حوالً الأنب

ومزج المحتوى بقلب  NB solution مكل من محلول التعدٌل  ٕٓ٘أضٌؾ  -٘

مرات، ثم حضن الأنبوب فً الثلج لمدة خمس دقائق ثم ثفل  ٓٔ-ٙالأنبوب بلطؾ 

 دقائق. ٓٔلمدة  g× ٓٓٓٗٔبسرعة 

مكل إٌزوبروبانول  7ٓٓظٌؾ ٌحتوي على نقل الطافً إلى أنبوب ابٌندورؾ ن -ٙ

 ٓٔلمدة  g× ٓٓٓٗٔثانٌة، ثم ثفل بسرعة  ٖٓلترسٌب البلاسمٌد ، ومزج لمدة 

 دقائق.

% للرسابة ثم ثفل 7ٓمكل إٌتانول  ٕٓ٘رمً السائل الطافً بحذر، وأضٌؾ  -7

 دقائق ورمً السائل الطافً. ٓٔلمدة  x gٓٓٓٗٔبسرعة 

ثار الكحول أضٌؾ ماء منزوع الشوارد لحل بعد التؤكد من التخلص من آ -1

 الرسابة.

نت مع %، وقور1,ٓثم رحلت نواتج الاستخلاص على هلامة آؼاروز بتركٌز  -1

 نتائج الاستخلاص بالعتٌدة.

 GF-1بواسطة عتٌدة  E.coli Top 10استخلاص البلاسمٌد من جراثٌم  -6-2

PLASMID DNA EXTRACTION  من شركةvivantis  

 ل الاستخلاص بروتوكو -أ

،  PCRتحضٌر المستنبت الزرعً: أخذت مستعمرة، أظهرت إٌجابٌة تفاعل  -ٔ

الحاوي على  LBمل من مرق  ٘واستحلبت فً أنبوب زرع عقٌم ٌحوي على 
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م فً حاضنة  7ٖمكػ /مل وحضنت بدرجة حرارة  ٓٓٔالأمبٌسللٌن بتركٌز 

مستعمرة ساعة. زرعت كل  ٕٗهزة/دقٌقة لمدة  ٕٕ٘هزازة بسرعة اهتزاز 

، على طبق PCRمن المستعمرات الأخرى التً أظهرت إٌجابٌة تفاعل 

 منفصل وبشكل مماثل.

 دقائق ورمً السائل الطافً. ٘لمدة  g× ٓٓٓٙثفل الأنبوب بسرعة  -ٕ

حسب تعلٌمات  RNAase، المضاؾ له  S1مكل من محلول  ٕٓ٘أضٌؾ  -ٖ

 حلول بواسطة الرجاجة.العتٌدة، إلى الرسابة وعلقت الرسابة بشكل كامل بالم

، لحل الجراثٌم، ومزج محتوى الأنبوب بقلبه S2مكل من محلول  ٕٓ٘أضٌؾ  -ٗ

 دقائق بالضبط. ٘مرات ثم حضنه بالثلج لمدة  ٙ-ٗبلطؾ حوالً 

، محلول التعدٌل ،ٌعٌد طبٌعة البلاسمٌد Buffer NBمكل من  ٓٓٗأضٌؾ  -٘

ٌرسب بقاٌا حطام الخلٌة فً درجة باهاء معتدلة و renatureلشكله الطبٌعً 

مرات  ٓٔ-ٙالجرثومٌة والدنا الكرموزومً ،ومزج محتوى الأنبوب بقلبه بلطؾ 

 دقائق. ٓٔلمدة  g× ٓٓٓٗٔحتى تشكل رسابة بٌضاء. ثفل بعدها الأنبوب بسرعة 

دقٌقة بسرعة  ٔمكل من السائل الطافً إلى عمود التنقٌة وثفل لمدة  ٓ٘ٙنقل  -ٙ

ٔٓٓٓٓ ×g  الطافً.ورمً السائل 

مكل من دارئة الؽسل، المضاؾ لها مسبقاً الكحول الإٌتٌلً  ٓ٘ٙأضٌؾ  -7

دقٌقة بسرعة  ٔ% حسب تعلٌمات الشركة المصنعة، وثفل لمدة ٓٓٔالمطلق 

ٔٓٓٓٓ gx  .ًورمً الطاف 

 ٕدقٌقة على أنبوب ابٌندورؾ بسعة  ٕلمدة  g× ٓٓٓٓٔثفل العمود بسرعة  -1

 لإٌتٌلً.مل للتخلص من بقاٌا الكحول ا

مكل بمركز المرشحة  ٘ٙنقل عمود التنقٌة إلى أنبوب تثفٌل نظٌؾ وأضٌؾ له  -1

دقٌقة  ٔدقٌقة، ثم ثفل لمدة  ٕوترك لمدة  Elution Bufferمن دارئة الشطؾ 

ى البلاسمٌد بدرجة وحفظت الرشاحة، التً تحتوي عل g × ٓٓٓٓٔبسرعة 

 م.º ٕٓ-حرارة 

 Ecoli Top 10د المستخلص من جراثٌم الرحلان الكهربائً للبلاسمٌ -6-3

% وأكمل العمل على  1,ٓرحلت نواتج الاستخلاص على هلامة آؼاروز  

 المستعمرات الحاوٌة على البلاسمٌد.



ٔٔٔ 
 

للتأكد من وجود  جٌناتهضم البلاسمٌدات المستخلصة والمفترض احتوائها على ال -7

 فٌها جٌناتال

، من المستعمرات الجرثومٌة، جٌناتالبعد الحصول على البلاسمٌدات الحاوٌة على  

قمنا بهضم البلاسمٌدات المؤشوبة بعد استخلاصها كما ذكر مسبقاً فً فقرة التهضٌم 

 .جٌناتللبلاسمٌدات وال

 . الكواشف المطلوبة لتفاعل التهضٌم وحجومها.8جدول ال

 الكواشؾ

 المطلوبة

( أنبوب ٔ)

 H2A جٌنال

( أنبوب ٕ)

 H2B جٌنال

( أنبوب ٖ)

 H3 جٌنال

( أنبوب ٗ)

 H4 جٌنال

 مكل ٘ مكل ٘ مكل ٘ مكل ٘ البلاسمٌد المستخلص

 مكل ٗ مكل ٗ مكل ٗ مكل ٗ Tango  2xدارئة 

DdH2O 1,ٗ مكل ٗ,1 مكل ٗ,1 مكل ٗ,1 مكل 

 مكل 1,ٓ ٓ مكل 1,ٓ مكل ECOR I ٓ,1إنزٌم 

 مكل 1,ٓ مكل 1,ٓ مكل 1,ٓ مكل XBAI ٓ,1 إنزٌم

 ٓ مكل SALI ٓ ٓ ٓ,1إنزٌم 

 مكل ٕٓ مكل ٕٓ مكل ٕٓ مكل ٕٓ الحجم النهائً

م ◦7ٖ، ووضعت بحمام مائً بدرجة حرارة جٌنمزجت محتوٌات كل أنبوب، لكل  

%. اخترنا ٔلمدة ساعتٌن لضمان حدوث التهضٌم. رحلت نواتج الهضم على هلامة آؼاروز

 المطلوب. وأكمل العمل على جٌنالالمستعمرات التً تحتوي بلاسمٌد ٌحوي على 

 والبلاسمٌد (. جٌنالالمستعمرات إٌجابٌة تفاعل التهضٌم )ظهر 

 المثبت وجودها ضمن البلاسمٌد  جٌناتتفاعل السلسلة لل -8

ضمن البلاسمٌد المؤشوب بعد التؤكد من   H4و H2A جٌنٌنأجري تفاعل السلسلة لل 

 ABI PRISM 310 باستخدام جهاز الاختبارات السابقة فً هٌئة التقانة الحٌوٌة

Genetic analyzer   من شركةApplied Biosystems   الأمٌركٌة الذي ٌعمل

 .Sangerبطرٌقة 
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  H4 جٌنوالبلاسمٌد الحاوي على  H2A جٌنتكثٌر البلاسمٌد الحاوي على   -9

تم استخلاص البلاسمٌد من المستعمرات، التً احتوت على البلاسمٌد المإشب،  

من شركة  GeneJET Plasmid Maxiprep Kitوتكثٌره باستخدام عتٌدة 

Thermoscientific  :ًالأمٌركٌة. تم العمل وفقاً لبروتوكول الاستخلاص التال 

 H4 جٌنالأو  H2A جٌنالتحضٌر المستنبت الزرعً: أخذت مستعمرة تحتوي على  -ٔ

حاوي على أمبٌسللٌن بتركٌز  LBمل مرق  ٖواستحلبت  فً أنبوب معقم ٌحوي 

 ٕٕ٘م فً حاضنة هزازة بسرعة ◦7ٖة حرارة مكػ /مل. ووضعت بدرج ٓٓٔ

إلى  جٌنالأنابٌب تنحتوي على نفس  ٖساعة. ثم نقلت محتوٌات  ٕٗهزة/دقٌقة لمدة 

مكػ ٓٓٔالحاوي على أمبسللٌن بتركٌز  LBمل من مرق  ٕٓ٘أرلٌنة حاوٌة على 

هزة/دقٌقة،  ٕٕ٘م فً حاضنة هزازة بسرعة ◦7ٖ/مل ووضعت بدرجة حرارة 

نانومتر. ثم ثفل الوسط الزرعً بسرعة  ٓٓٙبطول موجة  ٖ-ٕصٌة وبلؽت الامتصا

٘ٓٓٓ ×g  دقائق ورمً السائل الطافً. ٓٔلمدة 

، المضاؾ له Resuspenionمل من محلول إعادة تعلٌق الجراثٌم  ٙأضٌؾ  -ٕ

RNAase.للرسابة وتمت إعادة تعلٌقها بالمحلول بواسطة الرجاجة ، 

مرات  ٙ-ٗثٌم، وقلب الأنبوب بلطؾ لحل الجرا lysisمل من محلول  ٙأضٌؾ  -ٖ

 دقائق بالضبط. ٖحتى ٌصبح المحلول لزجاً، وترك بدرجة حرارة الؽرفة لمدة 

وقلب الأنبوب  neutralization solutionمل من محلول التعدٌل  ٙأضٌؾ  -ٗ

 مرات. 1-٘بلطؾ 

 Endotoxin bindingمن كاشؾ ربط الاندوتوكسٌنات  مل1,ٓأضٌؾ  -٘

reagentدقائق بدرجة حرارة الؽرفة. ٘مرات وترك  1-٘ب ، وقلب الأنبو 

 ٙ-٘%  لترسٌب البلاسمٌد وقلب الأنبوب 1ٙمل من الكحول الإٌتٌلً  ٙأضٌؾ  -ٙ

 .g× ٓٓٓٗدقٌقة بسرعة  ٓٗمرات. ثم ثفل 

% 1ٙمل من الكحول الإٌتٌلً  ٙمل نظٌؾ وأضٌؾ  ٓ٘نقل الطافً إلى أنبوب  -7

 مرات. ٙ-٘وقلب الأنبوب بلطؾ 

على   g× ٕٓٓٓدقائق بسرعة  ٖعلى عمود تنقٌة وثفلت لمدة وضعت العٌنة   -1

 مل ورمً السائل المتدفق من المرشحة. ٕأنبوب بسعة 



ٖٔٔ 
 

دقٌقة بسرعة  ٕعلى عمود التنقٌة وثفل لمدة  ٔمل من دارئة الؽسل  1أضٌؾ  -1

ٖٓٓٓ ×g  .ورمً السائل المتدفق من المرشحة 

الكحول الإٌتٌلً المطلق ، المضاؾ لها مسبقا ٕمل من دارئة الؽسل  1أضٌفت  -ٓٔ

 ٖٓٓٓدقٌقة بسرعة  ٕحسب تعلٌمات الشركة المصنعة، على عمود التنقٌة وثفل لمدة 

×g  .ورمً السائل المتدفق من المرشحة. وكررت الخطوة مرة أخرى 

 .g× ٖٓٓٓدقائق بسرعة  ٘ثفل عمود التنقٌة لمدة  -ٔٔ

 Elutionئة الشطؾ مكل من دار 7ٓٓمل وأضٌؾ  ٓ٘نقل الفلتر إلى أنبوب  -ٕٔ

Buffer  ٖٓٓٓدقائق بسرعة  ٘دقٌقة وثفل لمدة  ٕفً مركز الفلتر، وترك لمدة ×g .

 فحصلنا بذلك على الدنا المنقى فً السائل المتدفق من الانبوب.

 NANAO DROPقٌس تركٌز الدنا المنقى الذي تم استخلاصه بواسطة جهاز  -ٖٔ

ت نقاوته وذلك بحساب النسبة: الأمٌركٌة وقٌس Thermoscientificمن شركة 

نانومتر. حُفظ 1ٕٓ/ الامتصاص على طول الموجة ٕٓٙالامتصاص على طول الموجة 

 م.◦ٕٓ –فً أنبوب إبٌندورؾ عقٌم بالدرجة 
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VI- النتائج  

 

 توصٌف سلالة اللٌشمانٌة المستخدمة فً دراستنا  -1

. وقاد أخاذت مان شااب L.tropicaمدارٌاة تنتمً هذه السلالة إلى نوع اللٌشامانٌة ال

-RPMIطفٌلً/مل من هذه الطفٌلٌات على وساط  ٌٙٓٔعٌش فً رٌؾ دمشق. ٌإدي زرع 

% مصل عجل جنٌنً منزوع المتممة، إلى نموها وفقاً لمنحنً النماو ٓٔ، المدعم بـ 1640

لٌاة: طاور . ٌتؤلؾ منحنً نماو السالالة المختاارة مان الأطاوار الأربعاة التإٔالمبٌن بالشكل 

سااعة للتاؤقلم ماع الوساط حتاى تبادأ  ٕٗالكمون فً بداٌة الزرع حٌث تحتاج الطفٌلٌاات إلاى 

ساعة وٌتكااثر فٌاه الطفٌلاً بالانشاطار  1ٙبالتكاثر، والطور اللوؼارٌتمً الذي ٌستمر لمدة 

الطااولً وٌاازداد فٌااه عاادد الطفٌلٌااات بشااكل أسااً، وطااور الاسااتتباب والنضااج حٌااث ٌتوقااؾ 

ساااعة، و طااور الانحاالال الااذي  1ٌٗلااً عاان الانقسااام وٌسااتمر هااذا الطااور لماادة خلالااه الطف

تموت  فٌه الطفٌلٌات وبالتالً ٌتناقص عددها. تم المحافظة على سلالة هاذه الطفٌلٌاات بنقال 

مل مؤخوذة من نهاٌة الطور اللوؼارٌتمً إلى وسط جدٌد، حٌث تستطٌع الطفٌلٌات التكاثر  ٔ

 دة دون الحاجة إلى فترة كمون.مباشرة فً الأوساط الجدٌ

 

. منحنً تكاثر المشٌقات لسلالة اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً دراستنا. تم الحصاول علاى 21الشكل 

م 26ºالكامل و الحضن بالدرجة  RPMI-1640مل من وسط  5هذا المنحنً بعد زرع ملٌون طفٌلً فً 

 .وتعداد الطفٌلٌات ٌومٌاً 
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المختااارة ضاامن جٌنااوم اللٌشاامانٌة المدارٌااة المسااتخدمة فااً  ناااتجٌإثبااات وجااود ال -2

 دراستنا

ٌجاب فااً البداٌااة الإشااارة إلاى انااه لاام ٌااتم حتاى الآن نشاار تسلساال جٌنااوم اللٌشاامانٌة 

المختاارة فاً  جٌنااتالمدارٌة بشكل كامال، وإلاى عادم وجاود أي دراساة تشاٌر إلاى وجاود ال

 دراستنا فً جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة. 

استخدام مشارع نوعٌة تسامح بتضاخٌمها بواساطة  جٌناتطلب إثبات وجود هذه الٌت

وتظهٌرهااا بواسااطة الاارحلان الكهربااائً .فااً الحقٌقااة ٌتطلااب تصاامٌم هااذه  PCRتفاعاال 

المختاارة لادى الأناواع الأخارى مان اللٌشامانٌة.  جٌنااتالمشارع  مقارنة تطابق تسلسلات ال

ماع الجٌناوم البشاري باالحكم علاى امكانٌاة اساتخدام  الساابقة جٌناتتسمح مقارنة تسلسلات ال

المختارة كلقاح حٌث ٌتطلاب ذلاك عادم وجاود نسابة عالٌاة مان التشاابه ماع الجٌناوم  جٌناتال

 البشري ونضمن بذلك عدم تشكل أي رد فعل مناعً تجاه الجٌنوم البشري عند التلقٌح.

 لدى أنواع اللٌشمانٌة الأخرى H2A جٌنوجود  -2-1 

 لدى أنواع اللٌشمانٌة الأخرى  H2A جٌنارنة تطابق تسلسل مق 2-1-1

 جاٌنال الهذ جٌناتالتسلسلات المنشورة فً بنك ال Alignmentتم إجراء ترصٌؾ 

فٌهااا  جااٌنال، تشاامل اللٌشاامانٌة الطفلٌااة ورمااز ٔملحااق عنااد خمسااة أنااواع ماان اللٌشاامانٌة، 

LINJ_21_1160 واللٌشاامانٌة الدونوفانٌااة ،LDBPK_211160للٌشاامانٌة الكبٌاارة ، وا

LMJF_29_1730واللٌشاامانٌة المكسااٌكٌة ،LMXM_08_29_1720   واللٌشاامانٌة

زوج أساس  11ٖتؤلؾ من ٌ جٌنال اأن هذ ٔالملحق. ٌبٌن LBRM_21_1140البرازٌلٌة 

هو نفسه لدى جمٌع الأنواع الساابقة.  تباٌن مقارناة تسلسالات  جٌنال اوقد وجدنا أن حجم هذ

%. وحصلنا على النتاائج نفساها مان ٓٓٔ-1ٔنسبة التطابق تتراوح بٌن الأنواع السابقة أن 

ونسبة تطابق التسلسلات لدى ترصٌؾ تسلسلات الذراري السابقة ولكن لم  جٌنالحٌث حجم 

 نضع جدولاً بها لانتفاء الحاجة ولضخامة المعلومات.

المباشارة قمنا بمقارنة التسلسلات السابقة وتحدٌد نسبة التشاابه فاً منطقاة المشاارع 

أي فً بداٌة التسلسل، وفً منطقة المشارع العكساٌة أي فاً نهاٌاة التسلسال، وذلاك لتصامٌم 

 عند اللٌشمانٌة المدارٌة. جٌنالالمشارع التً ٌفترض أن تكون الأكثر ملاءمة لهذه 
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ذو الاااااااااارقم  NCBIللٌشاااااااااامانٌة الكبٌاااااااااارة فااااااااااً  H2Aاعتمااااااااااد تسلساااااااااال 

XM_003722207.1 وتسلسل H2A فلٌة المنشور فاً للٌشمانٌة الطNCBIذو الارقم ، 

XM_003392413 ، وقاااد ٖ,17لتصااامٌم المشاااارع وبلؽااات نسااابة التطاااابق بٌنهماااا .%

اعتمدنا هذٌن التسلسلٌن كونهما الأكثر تكراراً بٌن الأنواع والذراري مماا ٌزٌاد مان احتماال 

ن ٌساببان ضمن جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة، ولأن هاذٌن الناوعٌ جٌنالمطابقتهما لتسلسل هذه 

 إصابة جلدٌة مشابهة لتلك التً تسببها اللٌشمانٌة المدارٌة.

، فاً جمٌاع مان الأناواع جاٌنال اشافره هاذٌ ذيهذا وبٌنت مقارنة تسلسل البروتٌن ال

 .اً أمٌنٌ اً حمض ٕٖٔالسابقة، أنه ٌتؤلؾ من 

 مع الجٌنوم البشري  H2A جٌنتطابق تسلسل نسبة  2-1-2

عنااااد اللٌشاااامانٌة الكبٌاااارة ذو الاااارقم  H2A جااااٌنتاااام تحااااري تطااااابق تسلساااالً 

XM_003722207.1  واللٌشاامانٌة الطفلٌااة ذو الاارقمXM_003392413  المعتماادٌن

 . ncbiعلى موقع  Blastفً تصمٌم المشارع مع الجٌنوم البشري باستخدام تطبٌق 

، وبالتاالً ٌمكان اساتخدام ٕملحاق تبٌن عدم وجود أي تطابق مع الجٌنوم البشاري، 

 .جٌنال اٌحوي هذ DNAمن حٌث المبدأ لتحضٌر لقاح  جٌنال اهذ

 لدى أنواع اللٌشمانٌة الأخرى H2B جٌنوجود  2-2

 لدى أنواع اللٌشمانٌة الأخرى  H2B جٌنمقارنة تطابق تسلسل  2-2-1

 جاٌنال الهذ جٌناتللتسلسلات المنشورة فً بنك ال Alignmentترصٌؾ تم إجراء 

فٌهااا  جااٌنال، تشاامل اللٌشاامانٌة الطفلٌااة ورقاام ٖقحاالملاعنااد ثلاثااة أنااواع ماان اللٌشاامانٌة، 

LINJ_09_1410 واللٌشاامانٌة الدونوفانٌااة ،LDBPK_091410 واللٌشاامانٌة الكبٌاارة ،

H2B L.major  (H2B) زوج أساس وقد  ٖٖٙتؤلؾ من ٌ جٌنال اأن هذ ٖالملحق . ٌبٌن

 هو نفسه لدى جمٌع الأنواع السابقة.   جٌنال اوجدنا أن حجم هذ

%. ٓٓٔ-1ٓ,1مقارنة تسلسلات الأنواع السابقة أن نسبة التطابق تتراوح بٌن تبٌن 

ونسابة تطاابق التسلسالات لادى ترصاٌؾ  جاٌنالوحصلنا على النتائج نفسها مان حٌاث حجام 

 تسلتسلات الذراري السابقة ولكن لم نضع جدولاً بها لانتفاء الحاجة ولضخامة المعلومات.
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 AF336276.1ذو الارقم  جٌناتٌرة فً بنك الاللٌشمانٌة الكب H2Bاعتمد تسلسل 

، XM_001463561.1 ، ذو الرقمNCBIللٌشمانٌة الطفلٌة المنشور فً   H2Bوتسلسل

 %.ٖ,17لتصمٌم المشارع وبلؽت نسبة التطابق بٌنهما 

، فاً جمٌاع مان الأناواع جاٌنال اشافره هاذٌ ذيهذا وبٌنت مقارنة تسلسل البروتٌن ال

 .اً أمٌنٌ اً حمض ٔٔٔالسابقة، أنه ٌتؤلؾ من 

 مع الجٌنوم البشري  H2B جٌنتطابق تسلسل نسبة  2-2-1

عناااااد اللٌشااااامانٌة الكبٌااااارة ذو الااااارقم  H2B جاااااٌنتااااام تحاااااري تطاااااابق تسلسااااال 

AF336276.1  واللٌشامانٌة الطفلٌاة ذو الارقم ،XM_001463561.1  ًالمعتمادٌن فا

. وتبٌن عدم ncbiع على موق Blastتصمٌم المشارع مع الجٌنوم البشري باستخدام تطبٌق 

من حٌث  جٌنال ا، وبالتالً ٌمكن استخدام هذٕملحقوجود أي تطابق مع الجٌنوم البشري، ال

 .جٌنال اٌحوي هذ DNAالمبدأ لتحضٌر لقاح 

 لدى أنواع اللٌشمانٌة الأخرى H3 جٌنوجود  2-3

 لدى أنواع اللٌشمانٌة الأخرى  H3 جٌنمقارنة تطابق تسلسل  2-3-1

 جاٌنال الهذ جٌناتللتسلسلات المنشورة فً بنك ال Alignmentؾ تم إجراء ترصٌ

فٌهااا  جااٌنال، تشاامل اللٌشاامانٌة الطفلٌااة ورمااز ٗملحااق عنااد أربااع أنااواع ماان اللٌشاامانٌة، ال

LINJ_10_0920واللٌشامانٌة الدونوفانٌاة ، LDBPK_100920 واللٌشامانٌة الكبٌارة 

LMJF_16_0600  واللٌشامانٌة المكساٌكٌةLMXM_16_0570.  أن  ٗالملحاق ٌباٌن

هاو نفساه لادى جمٌاع  جاٌنال ازوج أساس وقد وجدنا أن حجم هذ 1ٖٖتؤلؾ من ٌ جٌنال اهذ

ذراري الأنااواع السااابقة. تبااٌن مقارنااة التسلساالات السااابقة أن نساابة التطااابق تتااراوح بااٌن   

% على مستوى الذراري والأنواع. وحصلنا على النتائج نفسها من حٌث حجام ٓٓٔ-ٗ,1ٙ

ونساابة تطاابق التسلساالات لادى ترصااٌؾ تسلسالات الااذراري الساابقة ولكاان لام نضااع  جاٌنال

 جدولاً بها لانتفاء الحاجة ولضخامة المعلومات.

قمنا بمقارنة التسلسلات السابقة وتحدٌد نسبة التشاابه فاً منطقاة المشاارع المباشارة 

، وذلاك لتصامٌم أي فً بداٌة التسلسل، وفً منطقة المشارع العكساٌة أي فاً نهاٌاة التسلسال

 عند اللٌشمانٌة المدارٌة. جٌنال االمشارع التً ٌفترض أن تكون الأكثر ملاءمة لهذ
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ذو الااااااارقم  NCBIللٌشااااااامانٌة الكبٌااااااارة فاااااااً  H3 جاااااااٌنواعتماااااااد تسلسااااااال 

XM_001463703.1  جٌنوتسلسل H3  ًللٌشمانٌة الكبٌرة  الكبٌرة فNCBI  ذو الرقم

XM_001682087.1 وقااد ٕ,11نساابة التطااابق بٌنهمااا ، لتصاامٌم المشااارع وبلؽاات .%

اعتمدنا هذٌن التسلسلٌن كونهما الأكثر تكراراً بٌن الأنواع والذراري مماا ٌزٌاد مان احتماال 

ضمن جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة، ولأن هاذٌن الناوعٌن ٌساببان  جٌنال امطابقتهما لتسلسل هذ

  إصابة جلدٌة مشابهة لتلك التً تسببها اللٌشمانٌة المدارٌة.

، فاً جمٌاع مان الأناواع جاٌنال اشافره هاذٌ ذيهذا وبٌنت مقارنة تسلسل البروتٌن ال

 .اً أمٌنٌ اً حمض ٖٓٔالسابقة، أنه ٌتؤلؾ من 

  مع الجٌنوم البشري H3 جٌنتطابق تسلسل نسبة  2-3-2

للٌشااااااامانٌة الكبٌااااااارة ذو الااااااارقم  H3 جاااااااٌنتااااااام تحاااااااري تطاااااااابق تسلسااااااال 

XM_001463703.1، جٌنو H3 لٌة ذو الرقم للٌشمانٌة الطفXM_001682087.1 

علااى موقااع  Blastالمعتماادٌن فااً تصاامٌم المشااارع مااع الجٌنااوم البشااري باسااتخدام تطبٌااق 

ncbi . ،وبالتاالً ٌمكان اساتخدام ٘الملحاق تبٌن عدم وجود أي تطابق مع الجٌنوم البشري ،

 .جٌنال اٌحوي هذ DNAمن حٌث المبدأ لتحضٌر لقاح  جٌنال اهذ

 H4 نجٌاثبات وجود  2-4

 لدى أنواع اللٌشمانٌة الأخرى  H4 جٌنتطابق تسلسل  2-4-1

 جاٌنال الهذ جٌناتللتسلسلات المنشورة فً بنك ال Alignmentتم إجراء ترصٌؾ 

، LINJ_31_3320، تشمل اللٌشامانٌة الطفلٌاة ٙملحق عند خمسة أنواع من اللٌشمانٌة، ال

، LMJF_02_0020الكبٌارة  ، واللٌشمانٌةLDBPK_360020واللٌشمانٌة الدونوفانٌة 

واللٌشاااااااااااااامانٌة البرازٌلٌااااااااااااااة ، LMXM_25_2450واللٌشاااااااااااااامانٌة المكسااااااااااااااٌكٌة 

LBRM_02_0020 زوج أساااس وقااد  ٖٖٓتااؤلؾ ماان ٌ جااٌنال اأن هااذ ٙالملحااق . ٌبااٌن

هااو نفسااه لاادى جمٌااع الأنااواع السااابقة. تبااٌن مقارنااة التسلساالات  جااٌنال اوجاادنا أن حجاام هااذ

% لدى جمٌع الأنواع السابقة. وحصلنا علاى ٓٓٔ-1ٕوح بٌن السابقة أن نسبة التطابق تترا

ونساابة تطااابق التسلساالات لاادى ترصااٌؾ تسلساالات  جااٌنالالنتااائج نفسااها ماان حٌااث حجاام 

 الذراري السابقة ولكن لم نضع جدولاً بها لانتفاء الحاجة ولضخامة المعلومات.
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المشاارع المباشارة قمنا بمقارنة التسلسلات السابقة وتحدٌد نسبة التشاابه فاً منطقاة 

أي فً بداٌة التسلسل، وفً منطقة المشارع العكساٌة أي فاً نهاٌاة التسلسال، وذلاك لتصامٌم 

 عند اللٌشمانٌة المدارٌة. جٌنال االمشارع التً ٌفترض أن تكون الأكثر ملاءمة لهذ

ذو الاااااااارقم  NCBIللٌشاااااااامانٌة الكبٌاااااااارة فااااااااً  H4 جااااااااٌناعتمااااااااد تسلساااااااال 

M_003721559.1   جاااااااااااٌنوتسلسااااااااااال H4  للٌشااااااااااامانٌة الطفلٌاااااااااااة ذو ارقااااااااااام

XM_001467608.1 11، لتصمٌم المشارع وبلؽت نسبة التطابق بٌنهما.ٖ .% 

، فاً جمٌاع مان الأناواع جاٌنال اشافره هاذٌ ذيهذا وبٌنت مقارنة تسلسل البروتٌن ال

 .اً أمٌنٌ اً حمض ٓٓٔالسابقة، أنه ٌتؤلؾ من 

 مع الجٌنوم البشري  H4 جٌنتطابق تسلسل نسبة  2-4-2

للٌشااااااامانٌة الكبٌااااااارة ذو الااااااارقم  H4 جاااااااٌنم تحاااااااري تطاااااااابق تسلسااااااال تااااااا

XM_003721559.1 اللٌشااااامانٌة الطفلٌااااة ذو الااااارقم جااااٌنوXM_001467608.1 

علااى موقااع  Blastالمعتماادٌن فااً تصاامٌم المشااارع مااع الجٌنااوم البشااري باسااتخدام تطبٌااق 

ncbiٌمكان اساتخدام ، وبالتاالً ٘ملحاق. تبٌن عدم وجود أي تطابق مع الجٌناوم البشاري، ال

 .جٌنال اٌحوي هذ DNAمن حٌث المبدأ لتحضٌر لقاح  جٌنال اهذ

 تصمٌم المشارع -3

تاام تصاامٌم المشااارع ٌاادوٌاً اعتماااداً علااى تسلساال الجٌنااات لاادى اللٌشاامانٌة الطفلٌااة 

واللٌشاااااااااااااااااااااامانٌة الكبٌاااااااااااااااااااااارة وباسااااااااااااااااااااااتخدام التطبٌقااااااااااااااااااااااٌن التااااااااااااااااااااااالٌٌن 

http://www.idtdna.com/calc/analyzer ،

. تم تصنٌع http://www.geneinfinity.org/sms/sms_primanalysis.htmlو

-VBCمشاااارع عالٌاااة النقااااوة، وفقااااً للتسلسااال الاااذي قمناااا بتصااامٌمه، مااان قبااال شاااركة 

BIOTECH .فٌٌنا، 

  H2Aالتسلسلات النهائٌة لمشارع جٌن  -3-1

، ومشااارع عكسااٌة ECORIتوافااق مااع إناازٌم القطااع تاام تصاامٌم مشااارع مباشاارة ت

للمشارع المباشار والأساساٌن  ATTAتمات إضاافة الأساس . XBAIتتوافق مع إنزٌم القطع 

CT  للمشرع العكساً مان أجال زٌاادة فعالٌاة الهضام للأنزٌماات وذلاك بنااء علاى التعلٌماات

http://www.idtdna.com/calc/analyzer
http://www.idtdna.com/calc/analyzer
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النهائٌاة المصاممة تسلسالات المشاارع  1ٌوضح الجادول  المرفقة بفعالٌة إنزٌمات الاقتطاع.

 .H2Aلتضخٌم جٌن 

 لتضخٌم الجٌنات المدروسة. المعتمدة. تسلسلات المشارع 9الجدول 

جٌن 

H2A 

 

نوع 

 المشرع

 تسلسل التعرؾ تسلسل المشرع البدئً

 لأنزٌم القطع

تسلسل مطلوب 

لزٌادة فعالٌة 

 الهضم

مشرع 

 مباشر

ATG GCT ACT CCT CGC AGC G -3' GAATTC 5'-ATTA 

مشرع 

 عكسً

CTAAGCGCTCGGTGTCGCCTTG-3' TCTAGA 5'-CT 

جٌن 

H2B 

 

مشرع 

 مباشر

ATG GCC TCT TCT CGC TCT GC -3' GAATTC 5'- ATA 

مشرع 

 عكسً

TCAAGCCGACGCGCTCGAC -3' TCTAGA 5'- CT 

جٌن 

H3 

مشرع 

 مباشر

ATG TCC CGC ACC AAG GAG A -3' TCTAGA 5'-TA 

مشرع 

 عكسً

TTAGTGGCGCTCACCGC -3' GTCGAC 5'- ATT 

 جٌن

H4 

 

مشرع 

 مباشر

ATG GCC AAG GGC AAG CGC TC -3' GAATTC 5'- ATCA 

مشرع 

 عكسً

TTACGCGTAGCCGTAGAGGATG -3' TCTAGA 5'-ATG 

 

  H2Bالتسلسلات النهائٌة لمشارع جٌن   -3-2

،ومشرع عكسً ٌتوافق  ECORIتم تصمٌم مشرع مباشر ٌتوافق مع إنزٌم القطع 

 CTللمشاارع المباشاار والأساسااٌن  ATAتماات إضااافة الأسااس . XBAIلقطااع مااع إناازٌم ا

للمشرع العكسً من أجل زٌادة فعالٌة الهضم للأنزٌمات وذلك بنااء علاى التعلٌماات المرفقاة 

تسلسالات المشاارع النهائٌاة المصاممة لضاخٌم  1ٌوضح الجدول  بفعالٌة إنزٌمات الاقتطاع.

 .H2Bجٌن 
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  H3شارع جٌن التسلسلات النهائٌة لم  -3-3

،ومشرع عكسً ٌتوافق ماع XBAIتم تصمٌم مشرع مباشر ٌتوافق مع إنزٌم القطع 

للمشارع  ATTللمشارع المباشار والأساساٌن  TAتمت إضاافة الأساس . SALIإنزٌم القطع 

العكسً من أجل زٌادة فعالٌة الهضم للأنزٌماات وذلاك بنااء علاى التعلٌماات المرفقاة بفعالٌاة 

تسلسالات المشاارع النهائٌاة المصاممة لتضاخٌم جاٌن  1وضاح الجادول ٌ إنزٌمات الاقتطاع.

H3. 

  H4التسلسلات النهائٌة لمشارع جٌن   -3-4

، ومشرع عكسً ٌتوافق ECORIتم تصمٌم مشرع مباشر ٌتوافق مع إنزٌم القطع 

 ATGللمشارع المباشار والأساساٌن  ATCAتمت إضاافة الأساس . XBAIمع إنزٌم القطع 

أجل زٌادة فعالٌة الهضم للأنزٌمات وذلك بنااء علاى التعلٌماات المرفقاة للمشرع العكسً من 

تسلسالات المشاارع النهائٌاة المصاممة لضاخٌم  1ٌوضح الجدول  بفعالٌة إنزٌمات الاقتطاع.

 .H4جٌن 

 المختارة باستخدام المشارع النوعٌة المصممة  جٌناتتضخٌم ال -4

ك اساااتخلاص الااادنا مااان ، ٌتطلاااب ذلاااPCRبواساااطة تفاعااال  جٌنااااتتااام تضاااخٌم ال 

 الطفٌلٌات أولاً.

  DNAاستخلاص الدنا   -4-1

اسااتخلص الاادنا الجٌنااومً ماان رسااابة الطفٌلٌااات باسااتخدام عتٌاادة خاصااة باسااتخلاص الاادنا 

حٌاااث  Kالأمٌركٌاااة، قمناااا بتعااادٌل تركٌاااز البروتٌنااااز  Thermo scientificلشاااركة 

رولتر للااتخلص ماان البروتٌنااات نااػ/مك ٕٓنااػ/ مكرولتاار باادلاً ماان  ٓٗاسااتخدمناه بتركٌااز 

وبالتااالً ضاامان اسااتخلاص الاادنا ماان طفٌلٌااات اللٌشاامانٌة  DNAaseوالأنزٌمااات مثاال 

بالشااكل الأمثاال. تاام التؤكااد ماان جااودة الاادنا المسااتخلص ماان المسااتنبتات بواسااطة الاارحلان 

. أظهر تعرٌض الهلامة لمنبع الأشاعة % 1,ٓالكهربائً الأفقً على هلامة أؼاروز بتركٌز

وق البنفسجٌة وجود عصابة رئٌسٌة تمثل الدنا الجٌنومً لطفٌلاً اللٌشامانٌة أظهارت نتاائج ف

الرحلان جودة استخلاص الدنا حٌث ٌظهر على الهلامة بشكل عصابة واحدة مما ٌشٌر إلى 

ملٌون مان طفٌلٌاات  ٓٓٔعدم تدركه أثناء الاستخلاص. وتمت معاٌرة الدنا المستخلص من 
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ناانوؼرام  1ٓٔ  ، وقٌست نقاوته فكان تركٌز الدنا المستخلص مساوٌاً لـ اللٌشمانٌة المدارٌة

، مماا ٌشاٌر إلاى نقااوة عالٌاة لعٌناة الادنا 1.ٔتساوي  A260/A280/مكل ، وكانت النسبة 

 المستخلصة وخلوها بشكل شبه كامل من البروتٌنات

 

رحاالان واساام الأطااوال  1انٌة المدارٌااة. ٌمثاال البئاار رحاالان الاادنا الجٌنااومً لطفٌلٌااات اللٌشاام. 22الشااكل 

عٌنٌتً دنا جٌنومً مستخلصتٌن مان طفٌلٌاات  3و  2، وٌمثل البئرٌن  DNA ladder 1kbالمعٌارٌة 

 اللٌشمانٌة.

 المختارة  جٌناتلتضخٌم ال  PCRالتفاعل التسلسلً للبولٌمٌراز  -4-2

نوعٌة لكل منها، باثبات وجاود المختارة باستخدام المشارع ال جٌناتٌسمح تضخٌم ال

ضمن جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة. قمنا بتحضٌر وتصمٌم البروتوكول المطلوب لتفاعل  جٌنال

PCR  والمذكور فً فقرة المواد والطرائق. جٌنالخاص بكل 

التضاخٌم تفاعال  % لناتج ٕأظهرت نتائج الرحلان الكهربائً على هلامة أؼاروز 

دام المشاارع المباشاار والمشاارع العكسااً عصااابة واحاادة فقااط، باسااتخ H2A جااٌنل التسلساالً

. لم ٌظهار الارحلان أي عصاابة (تقرٌباً  11 bpٖ) bp  ٓٓٗقرٌب من ، بطول ٖٕالشكل 

آخار، وٌعكاس بالتاالً نوعٌاة المشاارع المصاممة  جاٌنأخارى مماا ٌعكاس عادم تضاخٌم أي 

شاامانٌة المدارٌااة ضاامن جٌنااوم اللٌ H2A جااٌن. وهكااذا نكااون قااد أثبتنااا وجااود H2A جااٌنلل

لادى مقارناة تطاابق تسلسال هاذه الجاٌن لادى اللٌشامانٌة المدارٌاة ماع  المستخدمة فً دراستنا

 . الأنواع الأخرى

تفاعاال  % لناااتج ٕكمااا وأظهاارت نتااائج الاارحلان الكهربااائً علااى هلامااة أؼاااروز 

دة باستخدام المشرع المباشر والمشرع العكسً عصابة واحا H2B جٌنل التضخٌم التسلسلً

. هذا ولم ٌظهار الارحلان أي (تقرٌباً  bp ٖٖ) bp ٖٓ٘قرٌب من ، بطول ٖٕفقط، الشكل 
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آخاار، وٌعكااس بالتااالً نوعٌااة المشااارع  جااٌنعصااابة أخاارى ممااا ٌعكااس عاادم تضااخٌم أي 

ضامن جٌناوم اللٌشامانٌة  H2B جاٌن. وهكاذا نكاون قاد أثبتناا وجاود H2B جٌنالمصممة لل

مقارنااة تطااابق تسلساال هااذه الجااٌن لاادى اللٌشاامانٌة  لاادى المدارٌااة المسااتخدمة فااً دراسااتنا

 . المدارٌة مع الأنواع الأخرى

التضاخٌم تفاعال  % لناتج ٕأظهرت نتائج الرحلان الكهربائً على هلامة أؼاروز 

باستخدام المشرع المباشر والمشرع العكسً عصابة واحدة فقط، الشكل  H3 جٌنل التسلسلً

. هاذا ولام تظهار أي عصاابة أخارى مماا (قرٌباً ت 1ٖ bpٖ)bp ٓٓٗقرٌب من  ، بطولٖٕ

. H3 جاٌنآخار، وٌعكاس بالتاالً نوعٌاة المشاارع المصاممة لل جاٌنٌعكس عدم تضخٌم أي 

ضاامن جٌنااوم اللٌشاامانٌة المدارٌااة المسااتخدمة فااً  H3 جااٌنوهكااذا نكااون قااد أثبتنااا وجااود 

 .الأنواع الأخرى لدى مقارنة تطابق تسلسل هذه الجٌن لدى اللٌشمانٌة المدارٌة مع دراستنا

تفاعاال % لناااتج ٕأخٌااراً أظهاارت نتااائج الاارحلان الكهربااائً علااى هلامااة أؼاااروز 

باستخدام المشارع المباشار والمشارع العكساً عصاابة واحادة  H4 جٌنل التضخٌم التسلسلً

. هذا ولم تظهر أي عصاابة (تقرٌباً  bp ٖٖٓ) bp ٖٓٓقرٌب من ، بطول ٖٕفقط، الشكل 

آخار، وٌعكاس بالتاالً نوعٌاة المشاارع المصاممة  جاٌنضاخٌم أي أخارى مماا ٌعكاس عادم ت

ضااامن جٌناااوم اللٌشااامانٌة المدارٌاااة  H4 جاااٌن. وهكاااذا نكاااون قاااد أثبتناااا وجاااود H4 جاااٌنلل

لادى مقارناة تطاابق تسلسال هاذه الجاٌن لادى اللٌشامانٌة المدارٌاة ماع  المستخدمة فً دراستنا

 . الأنواع الأخرى

 

رحلان واسم  1. ٌمثل البئر جٌنباستخدام المشارع النوعٌة لكل  جٌناترحلان ناتج تضخٌم ال. 23الشكل 

زوج  399بطااول  H2A جااٌنالعصااابة  2، وٌمثاال البئاار DNA ladder 50bpالأطااوال المعٌارٌااة 

 H3 جاٌنالعصابة  4زوج أساس، وٌمثل البئر  336بطول  H2B جٌنالعصابة  3أساس، وٌمثل البئر 

 زوج أساس. 313بطول  H4 جٌنالعصابة  5 زوج أساس، وٌمثل البئر 393بطول 
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 المختارة جٌناتالتعبٌر عن ال-5

فااً الجٌنااوم، ٌجااب أن نعاارؾ فٌمااا إذا كااان ٌااتم  جٌناااتبعااد أن أثبتنااا وجااود هااذه ال

أم لا. وبالتالً تهدؾ هذه الخطوة إلى إثبات حدوث التعبٌر الجٌناً  جٌناتالتعبٌر عن هذه ال

. ولتنفٌاذ ذلاك تام  cDNAي وجودهاا علاى مساتوى المختاارة مان خالال تحار جٌنااتعن ال

ومان ثام  cDNAاستخلاص الرنا مان طفٌلٌاات اللٌشامانٌة المدارٌاة وتحوٌلاه إلاى دناا ماتمم 

المختااارة علااى الاادنا المااتمم باسااتخدام المشااارع  جٌناااتلل التضااخٌم التسلساالًإجااراء تفاعاال 

 .جٌنالنوعٌة لكل 

 مانٌة المدارٌة من طفٌلٌات اللٌش RNAاستخلاص الرنا   -5-1

ملٌاااون طفٌلاااً مااان طفٌلٌاااات اللٌشااامانٌة المدارٌاااة  ٓٓٔتااام اساااتخلاص الرناااا مااان 

وفقااً لتعلٌماات الشاركة   GeneJET RNA purificationباساتخدام عتٌادة عازل الرناا 

تام التؤكاد مان جاودة الرناا المسااتخلص مان الطفٌلٌاات حٌاث قٌسات نقاوتاه بجهاااز  المصانعة.

NANO DROP  نااانوؼرام /مكاال وبالتااالً بلااػ  ٓٓ٘ٔػ تركٌااز العٌنااة وبلاا ٔ,ٕوبلؽاات

مكااػ. أظهاار ترحٌاال عٌنااة الرنااا المستخلصااة بواسااطة الاارحلان  ٘,ٕ٘مااردو الاسااتخلاص 

، بعاد تعارٌض الهلاماة لمنباع الأشاعة %1,ٓالكهربائً الأفقً على هلامة أؼاروز بتركٌاز 

لاام ٌظهاار  بٌنمااا 5Sواضااحتٌن وعصااابة  18sو 28sفااوق البنفسااجٌة، وجااود عصااابتً 

 عصابة للدنا مما ٌدل على عدم تلوث الرنا بالدنا الجٌنومً.

 

رحالان عٌناة رناا الطفٌلٌاات،  1. رحلان الرنا والدنا لطفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة. ٌمثال البئار 24الشكل 

 رحلان عٌنة الدنا الجٌنومً للطفٌلٌات. 2وٌمثل البئر
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 cDNAاصطناع الدنا المتمم  -5-2

، cDNAص الرنااا ماان طفٌلٌااات اللٌشاامانٌة تاام تحوٌلااه إلااى دنااا مااتمم بعااد اسااتخلا

، وفقاااً Thermo scientificمان شااركة  cDNAباساتخدام عتٌادة اصااطناع الادنا المااتمم 

 جٌنااااتلل PCRلتعلٌمااات الشااركة المصااانعة باادون أي تعااادٌل. وبعااد ذلااك أجاااري تفاعاال 

 ارٌة المستخدمة فً دراستنا كمرصاؾ.المختارة باستخدام الدنا المتمم لسلالة اللٌشمانٌة المد

 المختارة  جٌناتتضخٌم الدنا المتمم لل -5-3 

المختارة، باستخدام المشارع النوعٌاة لكال منهاا،  جٌناتٌهدؾ تضخٌم الدنا المتمم لل

ضمن اللٌشمانٌة المدارٌاة. تام إجاراء هاذا التفاعال وفاق  جٌنالإلى إثبات التعبٌر الجٌنً عن 

 والمذكور سابقاً فً فقرة المواد والطرائق. جٌنكل البروتوكول الخاص ب

التفاعااال % لنااااتج ٕأظهااارت نتاااائج الااارحلان الكهرباااائً علاااى هلاماااة الأؼااااروز 

باساتخدام المشارع المباشار والمشارع العكساً،  H2A جٌنل   PCRالتسلسلً للبولٌمٌراز 

 ابٌر عان هاذ، مما ٌثبت حدوث التعتقرٌباً  bp 11ٖ، وجود عصابة واحدة بطول ٕ٘الشكل 

 . جٌنال

التفاعاال % لنااتج ٕكماا أظهارت نتاائج الارحلان الكهرباائً علاى هلاماة الأؼااروز 

باساتخدام المشارع المباشار والمشارع العكساً،  H2B جٌنل   PCRالتسلسلً للبولٌمٌراز 

 ا، مما ٌثبت حدوث التعبٌر عن هذتقرٌباً  bp ٖٖٙ، وجود عصابة واحدة بطول  ٕ٘الشكل 

 .جٌنال

التفاعال % لنااتج ٕأٌضاً نتائج الرحلان الكهربائً على هلامة الأؼاروز  وأظهرت

باسااتخدام المشاارع المباشاار والمشاارع العكسااً،  H3 جااٌنل   PCRالتسلساالً للبااولٌمٌراز 

 ا، مما ٌثبت حدوث التعبٌر عن هذتقرٌباً  bp 1ٖٖ، وجود عصابة واحدة بطول  ٕ٘الشكل 

 . جٌنال

التفاعال % لناتج ٕالكهربائً على هلامة الأؼاروز وأخٌراً أظهرت نتائج الرحلان 

باسااتخدام المشاارع المباشاار والمشاارع العكسااً،  H4 جااٌنل   PCRالتسلساالً للبااولٌمٌراز 

 ا، مما ٌثبت حدوث التعبٌر عن هذتقرٌباً  bp ٖٖٓ، وجود عصابة واحدة بطول  ٕ٘الشكل 

 .جٌنال
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. ٌمثل جٌنالمختارة باستخدام المشارع النوعٌة لكل  جٌناترحلان ناتج تضخٌم الدنا المتمم لل. 25الشكل 

 H2A جاٌنالعصاابة  2، ٌمثال البئار DNA ladder 50bpرحالان واسام الأطاوال المعٌارٌاة  1البئر 

 H3 جاٌنالعصاابة  4، وٌمثل البئر 336bpبطول H2B جٌنالعصابة  3، وٌمثل البئرbp 399بطول 

 . bp 313 بطول H4 جٌنالعصابة  5، وٌمثل البئر bp 393بطول 

 

 المختارة جٌناتمن ال جٌنتحضٌر اللقاح باستخدام كل  -6

المختلفة المدروساة. ٌتطلاب تحضاٌر اللقااح جٌنات لحمل ال PCIتم اختٌار بلاسمٌد 

 Ecoliوتكثٌر البلاسمٌد المإشب ضمن جراثٌم  جٌناتمن ال جٌنتؤشٌب هذا البلاسمٌد بكل 

TOP10بداٌة تهضٌم البلاسمٌد بؤنزٌمً قطع  ٌستخدم  تجٌنا. ٌتطلب تؤشٌب البلاسمٌد بال

والثااانً لنهاٌتااه. وقااد اخترنااا فااً دراسااتنا إنزٌمااات الاقتطاااع التالٌااة  جااٌنالالأول لبداٌااة 

ECORI/XBAI جٌنااااتلH2A  وH2B  وH4 ًوإنزٌمااا ،XBAI/SALI جاااٌنل H3 .

 وبالتالً سنستعرض نتائج هذا الخطوات.

  Digestionتفاعل التهضٌم  -6-1

أولاً ضبط الشروط المثلى لتفاعل التهضٌم لكل إنزٌم اقتطااع علاى حادى، ومان  تم 

 ثم تطبٌق الإنزٌمٌن المطلوبٌن معاً.

 التأكد من فعالٌة إنزٌمات الاقتطاع وضبط شروط تفاعل التهضٌم -6-1-1

أو  ECORIأو  SALIتااام تهضااام البلاسااامٌد باساااتخدام ثلاثاااة إنزٌماااات اقتطااااع، 

XBAI مرة إنزٌم واحد فقط. ضبطت الشاروط المثلاى للتفاعال مان حٌاث ، واستخدم فً كل

درجااة الحاارارة وماادة الحضاان المطلوبااة للتهضااٌم. ساامح حضاان الأنابٌااب الحاوٌااة علااى 

البلاسمٌد وإنزٌم الاقتطاع، والمواد الأخرى اللازمة للتفاعل، فً حمام مائً درجة حرارتاه 

% بالحصاول علاى 1,ٓاؼااروز  م لمدة سااعتٌن وترحٌال ناواتج التهضاٌم علاى هلاماة◦7ٖ
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، وجااود عصااابة ٕٙبروفاٌاال قطااع نمااوذجً للبلاساامٌد. أظهاار البروفاٌاال السااابق، الشااكل 

البلاسمٌد الخطٌة التً تكون أعلى من عصابة البلاسمٌد المؽلق، مما ٌدل على حدوث عملٌة 

نتائجناا  الهضم وتحول البلاسمٌد من الشكل الحلقً المؽلق إلى الشكل الخطً. وبالتالً بٌنت

 تماثل الشروط المثلى لفعالٌة القطع لكل الإنزٌمات الثلاثة المستخدمة.

 

رحالان واسام الأطاوال  1. نمط رحلان البلاسمٌدات المهضمة بإنزٌم اقتطاع واحاد. ٌمثال البئار 26الشكل 

عصاابة البلاسامٌد المهضام  3بلازمٌاد غٌار مهضام، والبئار  2، والبئر DNA ladder 1Kbالمعٌارٌة 

عصاااابة البلاسااامٌد  5، والبئااارXBAIعصاااابة البلاسااامٌد المهضااام باااأنزٌم  4، والبئااار ECORIباااأنزٌم 

 .SALIالمهضم بأنزٌم 

 جٌناتالتهضٌم الثنائً للبلاسمٌدات وال -6-1-2

ع بتطبٌاق التهضاٌم الثنااائً اطااتقسامح تماثال الشاروط المطلوبااة لفعالٌاة إنزٌماات الا

، أو H4و H2Bو H2Aجٌنااتلتنسٌل ال ECORI\XBAIللبلاسمٌدات بإنزٌمً الاقتطاع 

وذلاك وفقااً للبروتوكاول الماذكور فاً  H3 جاٌناللتنساٌل  XBAI\SALIبإنزٌمً الاقتطاع 

فقرة المواد والطرائق. أظهر ترحٌل البلاسامٌدات المهضامة علاى هلاماة أؼااروز تركٌزهاا 

 ، وجاااود عصاااابات البلاسااامٌد الخطاااً مماااا ٌااادل علاااى حااادوث عملٌاااة7ٕ%، الشاااكل 1,ٓ

 التهضٌم. 

أٌضااً باساتخدام الإنزٌماات الساابقة، لكان وبماا أن القطاع لا  جٌنااتكما تم تهضاٌم ال

، فإننا لم نقم بترحٌل جٌنال، نظراً لقٌامنا بوضع تسلسل القطع فً بداٌة جٌنالٌؽٌر من حجم 

 المهضمة. جٌناتال
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رحلان  1فس الوقت. ٌمثل البئر . نمط رحلان البلاسمٌدات المهضمة بإنزٌمً اقتطاع معاً وبن27الشكل 

، supercoiledبلازمٌد غٌر مهضم  2، والبئر DNA ladder 1Kbواسم الأطوال المعٌارٌة 

عصابة البلاسمٌد المهضم  4، والبئر XBAI ECORI\عصابة البلاسمٌد المهضم بالأنزٌمٌن  3والبئر 

 . XBAI\SALIبالإنزٌمٌن 

 

  المختارة جٌناتربط البلاسمٌد بال -6-2

المهضاامة والبلاساامٌد  جٌناااتبعااد انهاااء عملٌااة التهضااٌم تمهٌااداً للتؤشااٌب، نقٌّاات ال

 Gene Jet PCR باستخدام عتٌادة المهضم وفقاً للبروتوكول المتبع فً المواد والطرائق

Purification Kit والبلاساامٌد  جٌناااتوفقاااً لتعلٌمااات الشااركة المصاانعة. تاام تؤشااٌب ال

وفقااً لتعلٌماات الشاركة  Thermo scientificشاركة مان  T4 Ligaseبواساطة عتٌادة 

 المصنعة.

      Transformationتفاعل الاستحالة -6-3

لتكثٌار البلاسامٌد المؤشاوب. تام إدخاال  E. coli TOP 10قمناا باختٌاار جاراثٌم 

، Transformation، الاسااتحالة E. coli TOP 10البلاسامٌد المؤشاوب فاً جاراثٌم 

ٌّئة بطرٌقة كلورٌاد الكالساٌوم حساب البروتوكاول المتباع فاً الماواد والطرائاق. كماا تام  المه

، فً الجراثٌم السابقة كشااهد. جٌنإدخال بلاسمٌد ؼٌر مؤشوب، بلاسمٌد مؽلق لا ٌحوي أٌة 

مقاومااة للأمبٌساالٌن ٌشااٌر نمااو الجااراثٌم علااى مسااتنبت  جااٌننظااراً لاحتااواء البلاساامٌد علااى 

الحاوي على الأمبٌسلٌن إلى احتواء الجاراثٌم ، Luria-Bertani agarآؼار، LB الزرع 

النامٌة إما على بلاسامٌد فاارغ أو بلاسامٌد مإشاب. وبالتاالً ٌمكان أن تحتاوي المساتعمرات 
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النامٌااة علااى الوسااط بلاساامٌد فااارغ أو مؤشااوب. ٌجااب انتقاااء المسااتعمرات الحاوٌااة علااى 

 بلاسمٌد مؤشوب حتى نتمكن من تكثٌر البلاسمٌد المؤشوب.

 

 

 

 

                                

 أ

 

 

 

 ج                           ب                                                   

أغااار ٌحتااوي علااى  LBعلااى وسااط  Top10نمااو مسااتعمرات جااراثٌم الإشاارٌكٌة الكولونٌااة  .28الشاكل 

الحاوٌااة علااى  Top10رٌكٌة الكولونٌااة تمثاال الأطباااق )أ( نمااو مسااتعمرات جااراثٌم الإشاا الأمبٌساالٌن.

أغاااار  LBعلاااى وساااط  H4أو  H3أو  H2Bأو  H2Aالمدروساااة  جٌنااااتبلاسااامٌد مأشاااوب بإحااادى ال

 Top ٌحتوي علاى الأمبٌسالٌن. ٌمثال الطبقاٌن )ب و ج( نماو مساتعمرات جاراثٌم الإشارٌكٌة الكولونٌاة 

ٌعكس قلة عادد المساتعمرات النامٌاة علاى الحاوٌة على بلاسمٌد مغلق، وٌمثلان شاهداً سلبٌاً للتجربة 10

 إلى بداٌة أسماء إنزٌمات الاقتطاع المستخدمة أثناء التهضٌم.   Sو  Xو   Eهذه الأطباق. تشٌر الرموز

 اختٌار المستعمرات النامٌة الحاوٌة على البلاسمٌد المأشوب -6-4

 ضمن المستعمرات النامٌة  جٌناتتحري وجود ال -6-4-1

ضامن المساتعمرات الجرثومٌاة النامٌاة الحاوٌاة علاى  جاٌنالوجود  ٌجب إثبات أولاً 

البلاسمٌدات المؤشوبة. ٌنعكس نجاح استحالة البلاسمٌد الفارغ أو المؤشوب بنمو مستعمرات 

 الجراثٌم الحاوٌة علٌها على المستنبت الزرعً.
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زرعت مساتعمرات الجاراثٌم التاً ٌجاب أن تحتاوي علاى أحاد أناواع البلاسامٌدات  

على طبق بتري منفرد. كما زرعات الجاراثٌم الحاوٌاة علاى  جٌناتمن ال جٌنشوبة بكل المؤ

بلاسمٌد فارغ على طبق منفرد. تم انتقااء عشاوائً لعادد مان المساتعمرات النامٌاة علاى كال 

فً كل مستعمرة  جٌناتلكشؾ وجود ال PCRطبق من الأطباق السابقة، وأجرٌت تفاعلات 

 من المستعمرات السابقة. 

مساتعمرة جرثومٌاة وحضار معلاق  ٔٔ جاٌنمن كل طباق زرعاً خااص بكال أخذ 

 LB-Agarجرثومً لكل مستعمرة على حدى. زرع  نصؾ المعلق الساابق علاى مساتنبت 

م للحصاول علاى º 7ٖسااعة بدرجاة حارارة   ٕٗوحضن لمادة  ampicillinالحاوي على 

خدم النصؾ الآخر م. استº 1مستعمرات نقٌة من كل مستعمرة، وحفظت الأطباق بدرجة + 

وفاق الشاروط   PCRمن المعلق للتؤكد من وجود الجراثٌم فً المستعمرات بواسطة تفاعل 

. بٌنات نتائجناا جاٌنالمذكورة سابقاً بقسم المواد والطرائق وباستخدام المشارع النوعٌاة لكال 

-ٓ٘، حٌاث تراوحات نسابة هاذه المساتعمرات باٌن جٌنالاحتواء عدد من المستعمرات على 

7ٓ % . 

 

لتضاخٌم الجٌناات المدروساة فاً المساتعمرات الجرثومٌاة.   PCR. نماط رحالان نتاائج تفاعال29الشاكل 

. تمثاااال الآبااااار 50bp  DNA ladderرحاااالان واساااام الأطااااوال المعٌارٌااااة  22و1ٌمثاااال البئااااران 

زوج  399حٌاث ظهارت عصاابات بطاول  H2Aإٌجاابً لتضاخٌم جاٌن pcrنواتج تفاعل  12و11و3و2

. وٌمثال H2Aإٌجابً ضعٌفة أو سلبً لتضخٌم جٌن  pcrنواتج تفاعل  7و6و5و4الآبار أساس. وتمثل 

زوج  336حٌث ظهرت عصاابات بطاول  H2Bإٌجابً لتضخٌم جٌن  pcrنواتج تفاعل  21و15البئران 

إٌجاااابً ضاااعٌفة أو سااالبً  pcrناااواتج تفاعااال  21و19و18و17و16و14و13وتمثااال الآباااار أسااااس.

و  H2Aساالبً لتضااخٌم الجٌنااات PCRنااواتج تفاعاال  25و24و23ار .تمثاال الآباا H2Bلتضااخٌم جااٌن 

H2B  وH3 .على التوالً من مستعمرات مأخوذة من طبق الشاهد 
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 1ٕهذا وبٌنت نتائجنا عدم احتواء مستعمرات الشاهد على أٌة جٌن. ٌظهر الشكلان 

عناد  PCR% لناواتج تضاخٌم الجٌناات بتفاعال ٕنمط الترحٌل على هلامة أؼااروز  ٖٓو 

كاال ماان المسااتعمرات الفارؼااة والحاوٌااة علااى الجٌنااات. تاام اسااتبعاد المسااتعمرات الفارؼااة 

الساالبٌة والمسااتعمرات الإٌجابٌااة الضااعٌفة التااً كااان تركٌااز الجااٌن فٌهااا ضااعٌفاً، واخترنااا 

 المستعمرات التً احتوت كمٌة جٌدة من الجٌن.

 

دروساة فاً المساتعمرات الجرثومٌاة. لتضاخٌم الجٌناات الم  PCR. نماط رحالان نتاائج تفاعال31الشاكل 

ناواتج  3. ٌمثال البئار 50bp  DNA ladderرحالان واسام الأطاوال المعٌارٌاة  25و2و1تمثل الآباار 

زوج أسااس. وتمثال الآباار  336حٌاث ظهارت عصاابات بطاول  H2Bإٌجابً لتضخٌم جاٌن  pcrتفاعل 

 393عصاابات بطااول  حٌاث ظهاارت H3إٌجااابً لتضاخٌم جااٌن  pcrناواتج تفاعال  6-7-8-11-14-15

.وتمثال الآباار  H3سالبً لتضاخٌم الجاٌن  PCRنواتج تفاعال 13-12-11-9زوج أساس. وتمثل الآبار 

 313حٌااث ظهاارت عصااابات بطااول  H4إٌجااابً للجااٌن  PCRنااواتج تفاعاال  18-19-21-21-23-24

 .H4سلبً لتضخٌم الجٌن  PCRناتج تفاعل  22زوج أساس. وٌمثل أخٌراً البئر 

 

لا تعنً وجودها ضامن البلاسامٌد، فٌجاب بالتاالً  جٌنالأن إٌجابٌة وجود لكن وبما 

 ضمن هذا البلاسمٌد. جٌنالالتؤكد من وجود البلاسمٌد أولاً ضمن الجراثٌم ومن ثم وجود 

التأكااد ماان وجااود الشااكل النمااوذجً للبلاساامٌد المغلااق فااً المسااتعمرات الحاوٌااة  -6-4-2

 المدروسة  جٌناتعلى ال

 PCRأؼااار التااً أظهاارت تفاعاال  LBمسااتعمرات النامٌااة علااى وسااط تاام انتقاااء ال

المدروسااة. تاام اسااتخلاص البلاساامٌد المؤشااوب ماان  جٌناااتإٌجااابً وبالتااالً تحتااوي أحااد ال

، ثم الاستخلاص بالطرٌقاة الٌدوٌاة الماذكورة LBالمستعمرات بعد تكثٌرها على وسط مرق 
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 1،ٓلاص على هلامة أؼاروز بتركٌز سابقاً فً قسم المواد والطرائق. رحلت نواتج الاستخ

 .% 

البلاسامٌد المساتخلص مان المساتعمرات والمكاون مان عصاابتٌن،  ٌٖٔظهر الشكل 

. البلازمٌاد nicked، وعصابة البلاسمٌد Supercoiledعصابة البلازمٌد الحلقً المؽلق 

 هو الشكل النموذجً للبلاسمٌد ضمن الخلاٌاا وٌرحال علاى Supercoiledالحلقً المؽلق 

حٌااث تكااون السلساالتٌن الحلاازونٌتٌن للاادنا ملتفتااان بشاادة مااع هلامااة الأؼاااروز بشااكل أساارع 

لكن  supercoiledأثناء عملٌة الاستخلاص بقً معظم البلاسمٌد بالشكل . التواءات شدٌدة

بإحدى السلسلتٌن مما ٌخفؾ من التواءاتاه ولكان   nicksجزء منه لحدوث تثلمات ٌتعرض 

ٌرحاال هااذا الشااكل علااى هلامااة الأؼاااروز بشااكل أبطااؤ ماان شااكل ٌبقااى بالشااكل المؽلااق و

supercoiled  . 

 

احتوائهاا  PCR. نمط رحلان البلاسمٌد المستخلص من المستعمرات الحاوٌة التً باٌن تفاعال 31الشكل 

. ٌمثل nickedو  supercoiledعلى الجٌنات المدروسة. تظهر عصابات البلاسمٌد المغلق بنوعٌها 

رحاالان  5و4و3و2. تمثاال الآبااار DNA ladder1Kbن واساام الأطااوال المعٌارٌااة رحاالا 1البئاار 

رحااالان  7و6. ٌمثااال البئاااران H2Aحاوٌاااة علاااى جاااٌن  البلاسااامٌدات المستخلصاااة مااان المساااتعمرات

لام تظهار عصاابات البلاسامٌد   8. البئار H2Bالبلاسمٌدات المستخلصة من مساتعمرة حاوٌاة علاى جاٌن 

ولاذلك تام اساتبعاد المساتعمرة التاً تام اساتخلاص   H3اوٌاة علاى جاٌن بعد الاستخلاص من مستعمرة ح

. H3رحالان بلاسامٌدات مستخلصاة مان مساتعمرة حاوٌاة علاى جاٌن 11و9البلاسمٌد منها. تمثال الآباار 

 .H4 رحلان بلاسمٌدات مستخلصة من مستعمرة حاوٌة على جٌن13و12و11وتمثل الآبار 

  

البلاسااامٌد فاااً المساااتعمرات الحاوٌاااة علاااى ضااامن  جٌنااااتالتأكاااد مااان وجاااود ال -6-4-3

 .H4أو  H3أو  H2Bأو  H2Aجٌناتال

البلاساامٌد بالشااكل المؽلااق ضاامن  وجااودبعااد اسااتخلاص البلاساامٌدات والتؤكااد ماان 

ضمن البلاسمٌدات بهضام  H4و  H2Bو  H2Aجٌناتالتم التؤكد من وجود المستعمرات، 
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بهضااام  H3 جاااٌنال وجاااودوالتؤكاااد مااان  ECORI\XBAIالبلاسااامٌدات باااإنزٌمً القطاااع 

وفاق الشاروط الماذكورة ساابقاً فاً فقارة الماواد  XBAI/SALIالبلاسمٌدات بإنزٌمً القطع 

والطرائااق. تاام التؤكااد ماان فعالٌااة التهضااٌم بترحٌاال نااواتج تهضااٌم البلاساامٌدات المهضاامة 

. ٌجااب أن ٌظهاار ترحٌاال  جااٌنالومقارنتهااا مااع نمااط ترحٌاال بلاساامٌد ؼٌاار مهضاام ٌحااوي 

زوج أسااااااس، ؼٌااااار المهضااااام عصاااااابتً البلاسااااامٌد  ٌٙٓٓٗبلاااااػ حجماااااه البلاسااااامٌد، 

supercoiled وnicked وٌظهر ترحٌل  البلاسمٌد المهضم عصابة البلاسامٌد المهضام .

 . جٌنالالتً ٌحتوٌها البلاسمٌد والتً ٌختلؾ حجمها باختلاؾ  جٌنالالخطٌة وعصابة 

ث عٌنااات منفصاالة قمنااا بتهضااٌم ثاالا H2A جااٌنبالنساابة للبلاساامٌدات المإشاابة ب

فٌها، فظهرت  جٌنالوجود  PCRوأظهر تفاعل  جٌنالتحتوي على بلاسمٌدات مإشبة بهذه 

عصابة البلاسمٌد المهضم الخطٌاة ولام تظهار  ٕٖمن الشكل   ٖفً إحدى العٌنات فً البئر 

لذلك تم استبعاد هذه العٌناة. بٌنماا  PCRوذلك على الرؼم من إٌجابٌة تفاعل  جٌنالعصابة 

 11ٖبطاول  جاٌنال، عصاابة ٕٖ، الشاكل ٘و ٗترحٌل العٌنتٌن الباقٌتٌن فاً البئارٌن  أظهر

زوج أساس بالإضافة إلى عصابة البلاسمٌد الخطٌة وبالتالً تم اختٌاار هااتٌن المساتعمرتٌن 

 لتكثٌر البلاسمٌد. 

قمنااا بتهضااٌم عٌنتااٌن تحتوٌااان علااى  H2B جااٌنبالنساابة للبلاساامٌدات المإشاابة ب

فٌها. ظهارت فاً العٌنتاٌن  جٌنالوجود  PCRوأظهر تفاعل  جٌنالبة بهذه بلاسمٌدات مإش

، عصااابة البلاساامٌد المهضاام الخطٌااة ولاام تظهاار عصااابة ٕٖماان الشااكل  1و 7فاً البئاارٌن 

 . جٌنالولم نكمل العمل على هذه  جٌنال

قمناااا بتهضاااٌم عٌنتاااٌن تحتوٌاااان علاااى  H3 جاااٌنبالنسااابة للبلاسااامٌدات المإشااابة ب

فٌها. ظهارت فاً العٌنتاٌن  جٌنالوجود  PCRوأظهر تفاعل  جٌنالة بهذه بلاسمٌدات مإشب

، عصابة البلاسمٌد المهضم الخطٌة ولام تظهار عصاابة ٕٖمن الشكل  ٔٔو ٓٔفً البئرٌن 

 . جٌنالولم نكمل العمل على هذه  جٌنال

قمناااا بتهضاااٌم عٌنتاااٌن تحتوٌاااان علاااى  H4 جاااٌنبالنسااابة للبلاسااامٌدات المإشااابة ب

فٌهااا. أظهاار ترحٌاال  جااٌنالوجااود  PCRوأظهاار تفاعاال  جااٌنالبة بهااذه بلاساامٌدات مإشاا

زوج أساس بالإضافة  ٖٖٓبطول  جٌنال، عصابة ٕٖ، الشكل ٗٔو ٖٔالعٌنتٌن فً البئرٌن 

 إلى عصابة البلاسمٌد الخطٌة وبالتالً تم اختٌار هاتٌن المستعمرتٌن لتكثٌر البلاسمٌد.
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هضامة وغٌار المهضامة، المؤشابة بالجٌناات والمستخلصاة مان . نمط رحلان البلاسامٌدات، الم32الشكل 

أو  H4أو  H2Bأو  H2Aاحتوائهاا علاى احاد الجٌناات المدروساة  PCRالمستعمرات التً باٌن تفاعال 

H3.  زوج أساس، وعصابات الجٌنات. ٌمثل البئر  3111تظهر عصابة البلاسمٌد المهضم الخطٌة بحجم

بلاسامٌد غٌار مهضام مأشاوب  2. ٌمثل البئار DNA ladder50Pbرحلان واسم الأطوال المعٌارٌة  1

لكان ظهارت فقاط  H2Aبلاسمٌد مساتخلص ومهضام وٌفتارض احتوائاه علاى جاٌن  3بجٌن، وٌمثل البئر 

 H2Aبلاسامٌد مأشاوب بجاٌن  5و4عصابة البلاسمٌد الخطً ولام تظهار عصاابة الجاٌن. وٌمثال البئاران 

زوج أسااس. وٌمثال  399بطاول  H2Aبة جاٌن ومهضم حٌث ظهارت عصاابة البلاسامٌد الخطٌاة وعصاا

 -بلاساامٌد مسااتخلص ومهضاام  8و7. وٌمثاال البئاارانH2Bبلاساامٌد غٌاار مهضاام ٌحااوي جااٌن  6البئاار 

لكن ظهرت فقط عصاابة البلاسامٌد الخطاً ولام تظهار عصاابة الجاٌن.  -H2Bٌفترض احتوائه على جٌن 

بلاساامٌد مسااتخلص 11و11ان . وٌمثاال البئاارH3بلاساامٌد غٌاار مهضاام مأشااوب بجااٌن  9وٌمثاال البئاار 

لكن ظهارت فقاط عصاابة البلاسامٌد الخطاً ولام تظهار عصاابة  H3ومهضم وٌفترض احتوائه على جٌن 

بلاسامٌد مأشاوب  14و13. ٌمثال البئاران H4بلاسمٌد غٌار مهضام ٌحاوي جاٌن  12الجٌن. وٌمثل البئر 

زوج  313بطاااول  H4ومهضااام حٌاااث ظهااارت عصاااابة البلاسااامٌد الخطٌاااة وعصاااابة جاااٌن  H4بجاااٌن 

 .DNA ladder 1 kb  رحلان واسم الأطوال المعٌارٌة  15أساس.وٌمثل البئر 

 

مقارنااة نتااائج الاسااتخلاص الٌاادوي مااع نتااائج الاسااتخلاص بعتٌاادة اسااتخلاص  -6-4-4

 البلاسمٌد

بعد التؤكد من المستعمرات الجرثومٌة الحاوٌة على البلاسمٌد المؤشاوب والتؤكاد مان 

بعد زرعهاا فاً  E.coli Top 10كثٌر البلاسمٌدات ضمن جراثٌم بداخله تم ت جٌنالوجود 

 GF-1وفق البروتوكول المذكور فً فقرة المواد والطرائق بواسطة عتٌدة  LBوسط مرق 

Plasmid DNA Extraction  مان شاركةvivantis وقورنات نتاائج الاساتخلاص بهاذه ،

سامٌد المإشاب المساتخلص العتٌدة مع طرٌقة الاساتخلاص الٌدوٌاة. أظهار نماط ترحٌال البلا
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 superعصاابات للبلاساامٌد: عصاابة البلاساامٌد  ٖ، وجاود ٖٖبالطرٌقاة الٌدوٌاة، الشااكل 

coiled عصابة البلاسمٌد ،linear  وعصابة البلاسمٌدnicked بٌنما أظهر نمط ترحٌال .

 superالبلاسمٌد المإشب المستخلص بالعتٌدة وجودعصابتٌن للبلاسمٌد: عصابة البلاسمٌد 

coiled  وعصابة البلاسامٌدnicked  ولام تظهار عصاابةlinear   التاً تادل علاى الشاكل

 الخطً للبلاسمٌد.

 

 GF-1 Plasmid. نمط رحلان البلاسمٌدات المؤشبة المستخلصة ٌدوٌاً او بواسطة عتٌدة  33الشكل 

DNA Extraction  مان شاركةvivantis ال المعٌارٌاةرحالان واسام الأطاو 1. ٌمثال البئار DNA 

ladder 1Kb رحاالان البلاساامٌد المسااتخلص ٌاادوٌاً والحاااوي علااى جااٌن  2. ٌمثاال البئاارH2A ٌمثاال .

رحاالان  5. ٌمثاال البئاار H2Aرحاالان البلاساامٌد المسااتخلص بالعتٌاادة والحاااوي علااى جااٌن  4و3البئااران 

لبلاسامٌد المساتخلص رحالان ا 7و6. ٌمثال البئاران H4البلاسمٌد المستخلص ٌدوٌاً والحااوي علاى جاٌن 

 .H4بالعتٌدة والحاوي على جٌن 

 ضمن البلاسمٌد  جٌناتسلسلة ال  -6-5

فقط، فقد  H4و   H2Aجٌنتٌنبما أننا استطعنا الحصول على بلاسمٌدات مإشبة بال

ضامن البلاسامٌد المإشاب. تسامح السلسالة، باساتخدام المشاارع  جٌنتاٌنقمنا بسلسلة هااتٌن ال

 جٌنتاٌن، بالتؤكاد مان وجاود الPCIوالمشارع المباشار للبلاسامٌد  ٌنجاالنوعٌة العكساٌة لكال 

ضمن البلاسمٌد بالشكل الصحٌح ضمن منطقة التنسٌل المتعدد ومعرفة تسلسلهما فاً سالالة 

 الللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً دراستنا.

  H2A جٌننتائج سلسلة  -6-5-1

للسلساالة وتماات السلساالة  H2A جااٌنتاام اسااتخدام ناااتج تنقٌااة البلاساامٌد المإشااب ب

الااذي حصاالنا علٌااه وتاام تسااجٌل هااذا  جااٌنالتسلساال  )أ(ٖٗ. ٌبااٌن الشااكل sangerبطرٌقااة 

 sequinبعاد إدخاال المعلوماات بواساطة برناامج  Gene bankجٌناتالتسلسل فً بنك ال
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. وفٌما ٌلً نورد معلومات KT956066وهو   Gene bankوأعطً رقم دخول من قبل

 .)ب( ٖٗ الشكل جٌنالتسجٌل 

 

 أ

 

 

 

 ب

 (.L.tropica, H2A) المدارٌة اللٌشمانٌة سلالة لدى  H2A جٌن تسلسل)أ(  .34الشكل 

 .Gene bank" فً L.tropica, H2Aصورة عن معلومات تسجٌل تسلسل الجٌن ")ب(  

 

لدى سلالة اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً   H2A جٌنمقارنة تسلسل الدنا المتمم ل -أ

 استنا مع تسلسلاتها فً أنواع اللٌشمانٌة الأخرىدر

فً سالالة اللٌشامانٌة المدارٌاة  "L.tropica, H2A" جٌنٌظهر تسلسل الدنا المتمم ل

 -1ٖالمساااتخدمة فاااً دراساااتنا درجاااة كبٌااارة مااان التطاااابق، تراوحااات نسااابة التطاااابق باااٌن 
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شاامانٌة الطفلٌااة لاادى الأنااواع الأخاارى ماان اللٌشاامانٌة مثاال اللٌ جااٌنال%، مااع تسلساال ٕ,1ٙ

 جاٌنالمدى تطابق تسلسل  ٖ٘والكبٌرة والدونوفانٌة والمكسٌكٌة والبرازٌلٌة. وٌظهر الشكل 

 CLC MAINفاً الأناواع الأخارى مان اللٌشامانٌة وذلاك باساتخدام برناامج  هماع تسلسال

work bench. 

 

 

 

" واللٌشامانٌة L.tropica, H2Aلادى سالالتنا " H2A. ترصٌف تسلسل الدنا المتمم لجاٌن 35الشكل 

 الكبٌرة، والطفلٌة، والدونوفانٌة، والمٌكسٌكٌة، والبرازٌلٌة.

 ,L.tropica" جاٌنالمشافر مان  H2Aمقارنة تسلسل الحماوض الأمٌنٌاة للهٌساتون  -ب

H2A" .مع أنواع اللٌشمانٌة الأخرى 

الاذي  VECTOR NTI EXPRESSتمات دراساة التطاابق باساتخدام برناامج 

مااع تسلساال الحمااوض الأمٌنٌااة للبااروتٌن الااذي تشاافره  جااٌننا المااتمم للٌظهاار تسلساال الااد

 . ٖٙوتطابقها، الشكل 
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وتسلسال الحماوض الأمٌنٌاة للباروتٌن الاذي  H2A. تطابق كل من تسلسل الادنا الماتمم للجاٌن 36الشكل 

 سٌكٌة، والبرازٌلٌة. ٌشفره لدى كل من اللٌشمانٌة المدارٌة، والكبٌرة، والطفلٌة، والدونوفانٌة، والمٌك

 

الذي ٌظهر  CLC Main work benchكما تمت دراسة التطابق باستخدام برنامج       

 ومدى تطابقه بٌن أنواع اللٌشمانٌة. جٌنالشفره ٌتسلسل الحموض الأمٌنٌة للبروتٌن الذي 
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سااالالة اللٌشااامانٌة المدارٌاااة  جاااٌنالمشااافر مااان  H2Aٌظهااار تسلسااال الهٌساااتون 

مااع تسلساال الهٌسااتون " درجااة كبٌاارة ماان التطااابق L.tropica, H2A"دراسااتنا المسااتخدمة فااً 

H2A  لدى كل من اللٌشمانٌة الكبٌرة والطفلٌاة والدونوفانٌاة والمكساٌكٌة والبرازٌلٌاة. بلؽات

مع نظٌره فاً اللٌشامانٌة " L.tropica, H2A" جٌنالمشفر من  H2Aنسبة تطابق الهٌستون 

%، وماع نظٌاره فاً اللٌشامانٌة ٗ.1ٕللٌشامانٌة الطفلٌاة %، ومع نظٌاره فاً ا1ٔ.7الكبٌرة 

%، ومااع نظٌااره فااً 1ٔ.7%، ومااع نظٌااره فااً اللٌشاامانٌة المكسااٌكٌة ٗ.1ٕالدونوفانٌااة 

 %. 71اللٌشمانٌة البرازٌلٌة 

 

 

عنااد كاال ماان  اللٌشاامانٌة المدارٌااة، والكبٌاارة، والطفلٌااة،  H2A. تطااابق تسلساال البااروتٌن 37الشااكل 

 والمكسٌكٌة والبرازٌلٌة. والدونوفانٌة،

 الناتج عن السلسلة مع الجٌنوم البشري  H2A جٌنتطابق تسلسل نسبة  -ج

ماع " L.tropica, H2A" جاٌنالتهدؾ هذه الخطوة إلى تحري مدى تطابق تسلسال 

 . ncbiعلى موقع  Blastتسلسل الجٌنوم البشري، تم تحري هذا التطابق باستخدام تطبٌق 
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باساتخدام " ماع تسلسال الجٌناوم البشاري، L.tropica, H2Aابق تسلسال الجاٌن "تطعدم . 38الشكل 

 .ncbiعلى موقع  Blastتطبٌق 

ٌسمح لنا عدم وجود التطابق، أو درجة منخفضة منه، بتجناب حادوث رد فعال منااعً تجااه 

، عدم وجود تطابق ذي دلالة احصائٌة 1ٖالجٌنوم البشري عند التلقٌح. بٌنت نتائجنا، الشكل 

 DNAع الجٌنوم البشري، مما ٌسمج لناا باساتمرار العمال علاى هاذا الجاٌن وتصامٌم لقااح م

 ٌحوي هذا الجٌن.

  H4 جٌننتائج سلسلة  -6-5-2

 

 

 أ

 

 

 ب

 .السلسلة تفاعل عن الناتج H4 tropica جٌن تسلسل)أ( . 39الشكل 

 . Gene bankمعلومات تسجٌل تسلسل الجٌن فً )ب(              
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للسلسالة وتمات السلسالة بطرٌقاة  H4إرسال ناتج تنقٌة البلاسمٌد المإشاب بجاٌن تم 

sanger   وتاام تسااجٌل هااذا التسلساال فااً  )أ( 1ٖوحصاالنا علااى تسلساال الجااٌن الشااكل،

Gene bank  بعد إدخال المعلومات بواسطة برناامجsequin   وأعطاً رقام دخاول مان

 .)ب( 1ٖالشكل  KT956067 وهو  Gene bankقبل  

لدى سالالة اللٌشامانٌة المدارٌاة المساتخدمة فاً   H4 جٌنمقارنة تسلسل الدنا المتمم ل -أ

 ىدراستنا مع تسلسلاتها فً أنواع اللٌشمانٌة الأخر

فاً سالالة اللٌشامانٌة المدارٌاة المساتخدمة فاً دراساتنا  H4 جاٌنٌظهر تسلسل الدنا المتمم ل

لأنواع الأخرى من اللٌشمانٌة الطفلٌة لدى السلالات وا جٌنالالتسلسل مع تسلسل  اتطابق هذ

 و %ٔ,1ٗ باااٌن نساابة التطااابق تراوحتوالكبٌاارة والدونوفانٌااة والمكسااٌكٌة والبرازٌلٌااة.و
 CLC MAIN work.أجاري التطااابق باساتخدام برنااامج ٓٗكماا فاً الشااكل % ٖ,11

bench. 

 

 

 

لٌشامانٌة المدارٌاة ماع تسلسال الادنا فً دراستنا عند ال H4. تطابق تسلسل  الدنا المتمم لجٌن 41الشكل 

 المتمم لهذا الجٌن عند باقً أنواع اللٌشمانٌة الكبٌرة، الطفلٌة، الدونوفانٌة، المٌكسٌكٌة والبرازٌلٌة.
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لادى سالالتنا ماع أناواع اللٌشامانٌة  H4مقارنة تسلسال الحماوض الأمٌنٌاة للهٌساتون  -ب

 الأخرى

ٌة المدارٌة المستخدمة فً دراستنا تطابق هذه فً سلالة اللٌشمان H4ٌظهر تسلسل الهٌستون 

لادى السالالات والأناواع الأخارى مان اللٌشامانٌة الكبٌارة  H4التسلسل مع تسلسل الهٌستون 

 والطفلٌة والدونوفانٌة والمكسٌكٌة والبرازٌلٌة.

 

 

 

علٌها مع تسلسال فً سلالة اللٌشمانٌة المدارٌة التً أجرٌنا البحث  H4. تطابق تسلسل الجٌن 41الشكل 

الجااٌن ضاامن أنااواع اللٌشاامانٌة الأخاارى الكبٌاارة، الطفلٌااة، الدونوفانٌااة، المٌكسااٌكٌة والبرازٌلٌااة وتطااابق 

 تسلسل البروتٌن المشفر من قبل هذا الجٌن مع البروتٌنات المشفرة من قبل باقً الأنواع.

 

الكبٌاارة المسااتخدم فااً دراسااتنا مااع نظٌااره فااً اللٌشاامانٌة  H4بلؽاات نساابة تطااابق 

% 1ٙ% ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة الدونوفانٌة 1ٙ% ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة الطفلٌة 1ٙ



ٖٔٗ 
 

% وماااع نظٌاااره فاااً اللٌشااامانٌة البرازٌلٌاااة 1ٔوماااع نظٌاااره فاااً اللٌشااامانٌة المكساااٌكٌة 

كما فاً الشاكل  VECTOR NTI EXPRESS%.أجري التطابق باستخدام برنامج 1ٔ

 .ٕٗكما فً الشكل   CLC MAINWORK BENCH،وباستخدام ٔٗ

 

مااع تسلساالاته فااً اللٌشاامانٌة الكبٌاارة، الطفلٌااة، الدونوفانٌااة،  H4. تطااابق تسلساال البااروتٌن 42الشااكل 

 المكسٌكٌة والبرازٌلٌة.

 الناتجة عن السلسلة مع الجٌنوم البشري  H4 جٌنتطابق تسلسل نسبة  -ج

تج عن السلسلة مع النا  H4 جٌنتهدؾ هذه الخطوة إلى تحري مدى تطابق تسلسل 

التطاابق ونضامن باذلك عادم  وجاودالجٌنوم البشاري واساتمرار العمال علٌهاا فاً حاال عادم 

تشكل أي رد فعل مناعً تجاه الجٌنوم البشري عند التلقٌح.تم تحاري هاذا التطاابق باساتخدام 

، وتبٌن عدم وجود أي تطابق مع الجٌنوم البشري  كما فاً ncbiعلى موقع  Blastتطبٌق 

ٌحاوي هاذه  DNAوتصامٌم لقااح  جاٌنال امما ٌسمج لنا باستمرار العمل على هذ ٖٗ الشكل

 .جٌنال

 

عادم وجاود تطاابق عند اللٌشمانٌة المدارٌة مع الجٌناوم البشاري. حٌاث ٌظهار H4تطابق جٌن عدم . 43الشكل 

علاى  Blastعند اللٌشمانٌة المدارٌة و تسلسل الجٌنوم البشري بعد إجراء تطبٌق  H4بٌن تسلسل جٌن 

 .ncbiموقع 
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 Discussionالمناقشة 

تشكل لقاحات الدنا أحد الخٌارات المهمة فً استراتٌجٌة البحث عن لقاح فعال ضد 

 Th1داء اللٌشمانٌات. تمتاز هذه اللقاحات بقدرتها على تفعٌل استجابة خلوٌة من نمط 

. فً (167) (157) (166)تساهم بشكل أساسً فً شفاء العداوى بطفٌلٌات اللٌشمانٌة 

داء اللٌشمانٌات وخاصة الجلدي داءً مستوطناً فً سورٌة ومنطقة الشرق الحقٌقٌة ٌعتبر 

وٌلة وكان ٌسمى بحبة حلب وتسمٌات أخرى شملت حبة بؽداد وؼٌرها. الأوسط منذ فترة ط

تعود معظم الإصابات فً سورٌة لطفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة بشكل رئٌسً بٌنما ٌعود 

الباقً للإصابة بطفٌلٌات اللٌشمانٌة الكبٌرة. ترافقت الأزمة التً تعانً منها سورٌة مع 

زٌادة انتشار العدٌد من العداوى المٌكروبٌة وخاصة  تخرٌب فً البنى التحتٌة مما أدى إلى

ٌعانً القٌمون على مكافحة داء اللٌشمانٌات من عدم وجود دواء  .(168)داء اللٌشمانٌات 

، وبالتالً ٌشكل البحث عن لقاح (169)نوعً آمن وفعال وعدم وجود لقاح فعال حتى الآن 

فعال هدفاً هاماً للباحثٌن بشكل عام والسورٌٌن منهم بشكل خاص. ٌشكل اللقاح الجٌنً 

 خٌاراً جٌداً لكنه ٌتطلب توفر معلومات مفصلة عن الجٌنات الهامة للطفٌلٌات المنتشرة فً

الوظٌفً. ٌعود اختٌار الجٌنات التً ٌمكن  بشكل خاص اللٌشمانٌة المدارٌة، ودورها، سورٌة

استخدامها فً اللقاح الجٌنً إلى أهمٌتها وقدرتها الاستمناعٌة وقدرتها على تحرٌض وقاٌة 

. فً ووجودها لدى المشٌقات واللٌشمانات معاً  طوٌلة الامد تجاه العدوى بطفٌلٌات اللٌشمانٌة

قٌقة سمح استخدام جٌنات الهٌستونات بالوقاٌة من الإصابة بالعدٌد من طفٌلٌات اللٌشمانٌة الح

حٌث أظهر التمنٌع بلقاح دنا ٌشفر ، (160)(167) (166)كاللٌشمانٌة الكبٌرة والطفلٌة 

قدرة عالٌة على تولٌد استجابة خلوٌة نوعٌة  من لهٌستونات اللٌشمانٌة الطفلٌة الأربعة معاً 

تجاه الإصابة باللٌشمانٌة الجلدٌة وقدرة اتقائٌة دائمة تجاه الإصابة باللٌشمانٌة  Th1نمط 

للفئران الممنعة  باللٌشمانٌة الكبرى التحدياظهر اختبار  .BALB\cالجلدٌة عند فئران 

، مقارنة مع المجموعة الشاهدة، بلقاح دنا ٌشفر لهٌستونات اللٌشمانٌة الطفلٌة الأربعة معاً 

انتفاخ ضئٌل جداً فً القدم خلال طور الإخماج، وانخفاضاً ذا دلالة احصائٌة فً حدوث 

طفٌلٌات من الطحال بعد الأسبوع الحمل الطفٌلً فً العقد اللمفٌة النازحة إلى أن اختفت ال

فً  IFɣالسابع، وارتفاعاً ذا دلالة احصائٌة فً نسبة الخلاٌا التائٌة المنتجة للانترفٌون ؼاما 

العقد اللمفٌة النازحة، وانخفاضاً ذا دلالة احصائٌة بنسبة الخلاٌا التائٌة المنتجة للانترلوكٌن 
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ما لفت انتباهنا لهذه الجٌنات ولإمكانٌة استخدامها فً ، م(ٙٙٔ)فً العقد اللمفٌة النازحة ٗ

 الوقاٌة من طفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة.

توافر معلومات عن وجود هذه  استخدام جٌنات الهٌستونات كلقاح دناٌتطلب    

الجٌنات لدى اللٌشمانٌة المدارٌة ودورها الوظٌفً ولكن للأسؾ لم ٌتم حتى الآن نشر 

تسلسل جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة بشكل كامل ولا توجد أي دراسة تشٌر إلى وجود جٌنات 

م بدراسة منهجٌة القٌا بالتالً كان لا بد من .هذه الهٌستونات فً جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة

اثبات وجود هذه الجٌنات ضمن الجٌنوم لجٌنات هٌستونات اللب النووي تعتمد أولاً على 

 . لنتمكن من استخدامها لاحقاً فً تصمٌم اللقاح المطلوباللٌشمانٌة المدارٌة 

استخدام مشارع نوعٌة تسمح بتضخٌمها بواسطة  ه الجٌناتٌتطلب اثبات وجود هذ

لدى الأنواع  اتمقارنة تطابق تسلسلات الجٌنبعد صمٌم المشارع تب قمنا PCR.تفاعل 

عند ذه الجٌنات دراسة حاسوبٌة لتسلسلات ه تطلب ما سبق إجراء الأخرى من اللٌشمانٌة.

كاللٌشمانٌة الكبٌرة، التً نشرت تسلسلات هذه الجٌنات لدٌها من اللٌشمانٌة  المختلفةنواع الأ

ٌلٌة، والمكسٌكٌة. سمحت الدراسة الحاسوبٌة بمعرفة مدى والدونوفانٌة، والطفلٌة، والبراز

التطابق بٌن تسلسلات الجٌن فً هذه الأنواع، ومدى التطابق بٌن هذه التسلسلات والجٌنوم 

وبالتالً تمكنا من تصمٌم المشارع  اتالبشري، وتصمٌم المشارع النوعٌة لتضخٌم الجٌن

بد من اختٌار الشروط المثلى لتفاعل . بعد تصمٌم المشارع كان لااتالجٌن هلتضخٌم هذ

درجة الالتحام المثلى، فقمنا بإجراء تفاعل حراري متدرج لاختٌار  التضخٌم التسلسلً

وتمكنا من اختٌار درجة الالتحام الملائمة للمشارع المصممة لكل جٌن حٌث بلؽت درجة 

م H3 ٘1 ºم ولجٌن H2B ٙٔ ºولجٌن م H2A ٙٔ,ٙ ºحرارة الالتحام المثلى لجٌن 

 هولم نتمكن من مقارنة شروط تفاعلنا مع باقً الدراسات المتعلقة بهذ .مH4 ٕٙ ºولجٌن 

سمحت . (ٓٙٔ) (ٙٙٔ) فً هذه الدراسات PCRنظراً لعدم نشر شروط تفاعل  اتنالجٌ

بت نوعٌة المشارع مما اث اتللجٌن مثالًالحصول على تضخٌم ب PCRأمثلة شروط تفاعل 

بالحكم على نوعٌة هذه  اتسمح ترحٌل نواتج تضخٌم الجٌن حٌث المصممة من قبلنا.

 المشارع نتٌجة لوجود عصابة واحدة تمثل فقط الجٌن المطلوب تضخٌمه حٌث بلػ حجمه

زوج  1ٖٖو H2Bزوج أساس بالنسبة لجٌن  ٖٖٙو H2Aزوج أساس بالنسبة لجٌن  11ٖ

 هتطابق حجم هذو زوج أساس H4زوج أساس لجٌن  ٖٖٓوH3 أساس بالنسبة لجٌن 
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لدى باقً أنواع اللٌشمانٌة. وبهذا نكون قد  ات لدى اللٌشمانٌة المدارٌة مع نظائرهاالجٌن

 فً جٌنوم اللٌشمانٌة المدارٌة.  اتالجٌن هأثبتنا وجود هذ

نا بعزل أم لا. لتحقٌق ذلك قم ةالسابق اتولكن ٌبقى السإال هل ٌتم التعبٌر عن الجٌن

الرنا من طفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً دراستنا وقمنا بتحوٌله إلى الدنا المتمم  

cDNA   ومن ثم إجراء تفاعلPCR  باستخدام الدنا المتمم كمرصاؾ وباستخدام المشارع

النوعٌة لكل جٌن والتً صممناها وذكرت سابقاً. وكذلك الأمر بٌن رحلان نواتج تفاعل 

PCR ٌعلى  هالسابق وجود عصابة واحدة لكل جٌن ٌمتلك نفس حجم الجٌن التً حصلنا عل

لدى الأنواع ات عند اللٌشمانٌة المدارٌة مع حجمها الجٌن همستوى الدنا. تطابق حجم هذ

خرى من اللٌشمانٌة. وهكذا نكون قد أثبتنا حدوث الانتساخ الذي ٌشكل المرحلة الأولى الأ

 ً.من مراحل التعبٌر الجٌن

مكون من عدة بلاسمٌدات ٌحوي كل منها على  تصمٌم لقاح دنابذلك قمنا بعد  

ضد الإصابة باللٌشمانٌة  لهذا اللقاح الاستمناعٌة ةقدرالتقٌٌم  بؽٌةإحدى جٌنات الهٌستونات 

من التؤكد من الجٌن ضمن البلاسمٌد  سلسلةتسمح وهو أمر قٌد التطبٌق. المدارٌة فٌما بعد 

 H4و H2Aجٌنً  ٌقة صحٌحة ضمن البلاسمٌد وبالتالً قمنا بسلسلةدخول الجٌن بطر

وتسجٌله  H2Aجٌن  قمنا بنشر تسلسل .H3و H2B وٌجري العمل على سلسلة جٌنً 

حٌث بلػ طول الجٌن  .KT956066برقم دخول   Gene Bank جٌناتضمن بنك ال

 زوج أساس وتطابق ذلك مع طول الجٌن ببقٌة أنواع اللٌشمانٌة. 11ٖ

فً سلالة اللٌشمانٌة  "L.tropica, H2A"بق تسلسل الدنا المتمم لجٌن تطا

المدارٌة المستخدمة فً دراستنا بدرجة كبٌرة مع تسلسل الجٌن لدى الأنواع الأخرى من 

بلؽت نسبة . اللٌشمانٌة مثل اللٌشمانٌة الطفلٌة والكبٌرة والدونوفانٌة والمكسٌكٌة والبرازٌلٌة

% مع نظٌره فً اللٌشمانٌة الكبٌرة 1٘اللٌشمانٌة الطفلٌة و % مع نظٌره ف1ًٙالتطابق 

 % مع نظٌره فً اللٌشمانٌة المكسٌكٌة. 1ٖ% مع نظٌره فً اللٌشمانٌة الدونوفانٌة و ٕ,1ٙو

المستخدم  H2Aتمت دراسة التطابق بٌن الحموض الأمٌنٌة المشفرة من قبل جٌن 

  قبل نظائره فً باقً أنواع اللٌشمانٌةفً دراستنا وتسلسلات الحموض الأمٌنٌة المشفرة من 

المشفر من جٌن سلالة اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة  H2Aتسلسل الهٌستون  حٌث أظهر

 H2A" درجة كبٌرة من التطابق مع تسلسل الهٌستون L.tropica, H2Aفً دراستنا "
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ٌلٌة. بلؽت نسبة لدى كل من اللٌشمانٌة الكبٌرة والطفلٌة والدونوفانٌة والمكسٌكٌة والبراز

" مع نظٌره فً اللٌشمانٌة L.tropica, H2Aالمشفر من جٌن " H2Aتطابق الهٌستون 

%، ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة ٗ.1ٕ%، ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة الطفلٌة 1ٔ.7الكبٌرة 

%، ومع نظٌره فً 1ٔ.7%، ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة المكسٌكٌة ٗ.1ٕالدونوفانٌة 

 %.71زٌلٌة اللٌشمانٌة البرا

  Gene Bank جٌناتوتسجٌله ضمن بنك ال H4تمكنا من سلسلة جٌن وكذلك الأمر  

زوج أساس وتطابق ذلك مع طول الجٌن  ٖٖٓ. بلػ طول الجٌن KT956067برقم دخول 

فً سلالة  "L.tropica, H4"تطابق تسلسل الدنا المتمم لجٌن  ببقٌة أنواع اللٌشمانٌة.

خدمة فً دراستنا بدرجة كبٌرة مع تسلسل الجٌن لدى الأنواع اللٌشمانٌة المدارٌة المست

. الأخرى من اللٌشمانٌة مثل اللٌشمانٌة الطفلٌة والكبٌرة والدونوفانٌة والمكسٌكٌة والبرازٌلٌة

% مع نظٌره فً ٖ,11% مع نظٌره فً اللٌشمانٌة الطفلٌة و11بلؽت نسبة التطابق 

% مع نظٌره فً ٔ,1ٗللٌشمانٌة الدونوفانٌة و% مع نظٌره فً ا1ٙ,7اللٌشمانٌة الكبٌرة و

 اللٌشمانٌة المكسٌكٌة. 

المستخدم فً  H4تمت دراسة التطابق بٌن الحموض الأمٌنٌة المشفرة من قبل جٌن 

دراستنا وتسلسلات الحموض الأمٌنٌة المشفرة من قبل نظائره فً باقً أنواع اللٌشمانٌة  

ن سلالة اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً المشفر من جٌ H4حٌث أظهر تسلسل الهٌستون 

لدى كل  H4" درجة كبٌرة من التطابق مع تسلسل الهٌستون L.tropica, H4دراستنا "

من اللٌشمانٌة الكبٌرة والطفلٌة والدونوفانٌة والمكسٌكٌة والبرازٌلٌة. بلؽت نسبة تطابق 

ٌشمانٌة الكبٌرة " مع نظٌره فً اللL.tropica, H4المشفر من جٌن " H4الهٌستون 

%، ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة الدونوفانٌة 1ٙ%، ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة الطفلٌة 1ٙ

%، ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة البرازٌلٌة 1ٔ%، ومع نظٌره فً اللٌشمانٌة المكسٌكٌة 1ٙ

1ٔ.% 
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  Conclusionالاستنتاجات 

عند سلالة  H4و H3و H2bو H2Aاللب النووي هٌستونات اثبات وجود جٌنات  -ٔ

 اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً دراستنا.

 اثبات حدوث الانتساخ لهذه الجٌنات فً الرنا المستخلص من سلالة اللٌشمانٌة المدارٌة. -ٕ

 عند اللٌشمانٌة المدارٌة وادخالهما فً بنك الجٌنات. H4و H2Aسلسلة جٌنً  -ٖ

 Suggestions and Recommendationsالمقترحات والتوصٌات 

 .H3و H2Bسلسلة جٌنً  -ٔ

 .BALB\Cتقٌٌم القدرة الاستمناعٌة والاتقائٌة لهذه الجٌنات عند فئران التجربة  -ٕ

 تحري البروتٌنات المشفرة من قبل هذه الجٌنات. -ٖ
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  Abstractالملخص 

الصحٌة  ٌعد داء اللٌشمانٌات الجلدي الذي تسببه اللٌشمانٌة المدارٌة أحد المشاكل

الهامة فً سورٌة والتً تفاقمت بعد الأحداث الأخٌرة. تشكل الوقاٌة من هذا الداء هدفاً 

أساسٌاً لمكافحة انتشار العداوى فً سورٌة، وتشكل اللقاحات الجٌنٌة أملاً واعداً فً هذا 

 .المجال

من أهم الجٌنات  H4وH3 و H2Bو H2A تعتبر جٌنات هٌستونات اللب النووي 

ة فً أبحاث تصمٌم لقاح دنا تجاه اللٌشمانٌة نظراً لدورها الهام فً حٌاة الطفٌلً المستهدف

 .ولكونها من المستمنعات الهامة خلال طور العدوى

بناءً على ذلك ونظراً لعدم وجود أي تسلسل منشور لهذه الجٌنات فً اللٌشمانٌة 

ات اللب النووي فً المدارٌة، قمنا بدراسة منهجٌة هدفت إلى تحري وجود جٌنات هٌستون

سلالة سورٌة للٌشمانٌة المدارٌة وتحري التعبٌر عنها لدى هذه الطفٌلٌات وتصمٌم لقاحات 

ٌحوي كل منها دنا أحد الجٌنات الأربعة السابقة. وقمنا بتقٌٌم القدرة الاستمناعٌة والاتقائٌة 

 .للقاحات السابقة تجاه العدوى باللٌشمانٌة المدارٌة

ا والرنا من مشٌقات طفٌلٌات اللٌشمانٌة المدارٌة، واصطناع تطلب ذلك عزل الدن

الدنا المتمم، وتصمٌم المشارع النوعٌة الملائمة لتضخٌم الجٌنات، وأمثلة شروط تفاعل 

، وإجراء PCI التضخٌم التسلسلً للبولٌمٌراز، وتنسٌل كل جٌن على حدى ضمن بلاسمٌد

  .تفاعل السلسلة لهذه الجٌنات

ذه الجٌنات عند مشٌقات سلالة اللٌشمانٌة المدارٌة المستخدمة فً تم إثبات وجود ه

 H3و H2Bو H2A زوج أساس لجٌنات ٖٖٓو 1ٖٖو ٖٖٙو 11ٖدراستنا وبلػ طولها 

 على التوالً. كما أثُبت حدوث التعبٌر عنها لدى هذه الطفٌلٌات وتمت سلسلة جٌنً H4و

H2A وH4  ٌاً على سلسلة جٌنًوإدخالهما فً بنك الجٌنات وٌجري العمل حال H2Bو 

H3 تقٌٌم القدرة الاستمناعٌة والاتقائٌة لهذه الجٌنات لدى فئرانو BALB\c  تجاه العدوى

 .باللٌشمانٌة المدارٌة

 ,H4 جٌن ,H3 جٌن ,H2B  جٌن ,H2A الكلمات المفتاح: اللٌشمانٌة المدارٌة، جٌن

 .سورٌة
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Abstract 

Cutaneous Leishmaniasis caused by Leishmania tropica 

is one of the most important health issues in Syria which 

exacerbated after what happening in Syria. Prevention from 

Leishmaniasis is very important to prevent the high prevalence 

of infection in Syria. DNA vaccine is a promising hope in this 

field. Genes of nucleosomal core histones are considered as 

one of the most important genes in DNA vaccine researches 

against Leishmania because of their important role in the 

parasite life and their immunogenicity during the course of 

infection. As there is no published sequence for these genes in 

L.tropica, this study aimed to investigate the existence of 

nucleosomal core histones genes in our strain and their 

expression in these parasites. In addition four PCI plasmids 

have been prepared with the different four genes to sequence 

these genes and evaluate their immunogenicity and 

prophylactic value against infection with L.tropica.  

DNA and RNA have been isolated  from the 

promastigotes of L.tropica parasites, synthesized cDNA, design 

the specific primers for gene`s amplification, standardized of 

PCR conditions, cloned these genes separately to PCI plasmid 

and sequenced them.  

These genes have been proved in L. tropica 

promastigotes. Their sizes were 399, 336, 393 and 303 bp 

Consecutively for H2A, H2B, H3 and H4 genes. Expression was 

also proved in these parasites. H2A and H4 have been 
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sequenced and submitted to Gene bank. Work is still continuing  

on sequencing H2B and H3 genes and evaluating the 

immunogenicity and prophylactic value of the four genes in 

Balb\c mice against the infection with L.tropica. 

Key words: Leishmania tropica, H2A gene, H2B gene, H3 gene, 

H4 gene, Syria. 
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 Appendix  الملحق

 والمكسٌكٌة والكبٌرة، والدونوفانٌة، الطفلٌة، لٌشمانٌةال أنواع عند H2A جٌن تسلسل مقارنة. 1 ملحق

 .والبرازٌلٌة
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عند كل من اللٌشمانٌة الكبٌرة )أ( واللٌشمانٌة الطفلٌة  H2Aتطابق تسلسل جٌن مقارنة . 2الملحق 

 عند كل من اللٌشمانٌة الكبٌرة )ج( واللٌشمانٌة الطفلٌة )د(، مع تسلسل الجٌنوم H2B)ب(، والجٌن 

 .ncbiعلى موقع  Blastالبشري بعد إجراء تطبٌق 

 
 أ

 
 ب

 
 ج

 
 د
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 .والكبٌرة الدونوفانٌة الطفلٌة، اللٌشمانٌة أنواع عند H2B جٌن تسلسل مقارنة. 3 الملحق
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 .والمكسٌكٌة والكبٌرة، الدونوفانٌة الطفلٌة، اللٌشمانٌة أنواع عند H3 جٌن تسلسل مقارنة. 4الملحق
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عند كل من اللٌشمانٌة الكبٌرة )أ( واللٌشمانٌة الطفلٌة )ب(،  H3تطابق تسلسل جٌن مقارنة . 5ملحقال

عند كل من اللٌشمانٌة الكبٌرة )ج( واللٌشمانٌة الطفلٌة )د(، مع تسلسل الجٌنوم البشري  H4والجٌن 

 .ncbiعلى موقع  Blastبعد إجراء تطبٌق 

 
 أ

 
 ب

 
 ج

 
 د
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 والكبٌرة، الدونوفانٌة الطفلٌة، اللٌشمانٌة أنواع عند H4 جٌن تسلسل مقارنة. 6 الملحق

 .والبرازٌلٌة والمكسٌكٌة،
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