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 الممخص
إلى ما إذ يؤدي صحية في أجزاء كثيرة من العالم الكل امشأىم الداء الميشمانيات  يعد  

، داءيذا الميوني إصابة جديدة كل عام. ولا يوجد حتى الآن أي علاج مثالي لبميقدر 
يحمي من  اللقاح فعّ إيجاد  ستراتيجيات وقائية عن طريقا تطويريستدعي مما 

تعمل فييا يس والتي)الجينية( المقاحات المورثية حديثاً أظيرت . الإصابة بالداء
في  جديداً  نيجاً نتائجاً واعدة مما جعميا  الطفيميترمز مستضدات  المورثات التي

الواعدة البروتين فوق  المستضدات . ومن ىذهتالميشمانيا ضد داء قاحاتملامجال 
والذي  Fe-SODB1 Iron superoxide dismutase B1 الحديد أوكسيد ديسموتاز

كمقاح ضد العديد من أنواع الميشمانيا. تم في ىذه الدراسة عزل  محتملاً  يعد مرشحاً 
وبوجود  PCRمن الميشمانيا المدارية، وذلك باستخدام تقانة لأول مرة  sodb1مورثة 

بين الأنواع  sodb1مورثة مرئسات صممت بالاعتماد عمى التماثل الذي تظيره 
تم إدخاليا في الحامل مورثة المدروسة من طفيمي الميشمانيا. بعد نجاح عممية عزل ال
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pCI المحضض تحت سيطرة وذلك CMV  تحديد خصائص الجين المرمزة بيدف
تجريبي يعتمد عمى ىذه  في الميشمانيا المدارية وتطوير لقاح Fe-SODB1لبروتين 
 المورثة.

 
 

 الميشمانيا المدارية، المقاحات المورثية، فوق أوكسيد الديسموتاز. الكممات المفتاحية:
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Abstract 

leishmaniasis is a significant health problem in many parts of the 

world resulting in an estimated 2 million new cases each year. 

However, there is currently no ideal treatment for Cutaneous 

Leishmania has been identified which emphasize the need for vaccine 

development. A multitude of vaccine strategies has been pursued 

including the use of killed and genetically modified parasites. 

Immunization with DNA vaccines encoding Leishmania antigens 

represents a new approach to a Leishmania vaccine. Iron superoxide 

dismutase B1 (Fe-SODB1) is considered a potential candidate for a 

leishmaniasis vaccine against many leishmania species. In the present 

work sodb1 was isolated from a Leishmania tropica, using PCR with a 

set of primers derived from conserved amino acids of iron SODs (Fe-

SODs). Then it was inserted into pCI vector, under the transcriptional 

control of the CMV promoter. This study was performed to 

characterize the gene that code for FeSODB1 in Leishmania tropica 

and evaluate a DNA vaccine Fe-SODB1. 

 
Key words: Leishmania tropica, superoxide dismutase, DNA 
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 :المقدمة

ينتشر  إذ يعد داء الميشمانيات واحداً من أكثر الأمراض الطفيمية انتشاراً في العالم، 
فريقيا، وأمريكا(، ويستوطن في  دولة من بينيا  77في أربع قارات )آسيا، وأوروبا، وا 

سوريا، وبمغت عدد الإصابات المسجمة في سوريا وفقاً لإحصائيات منظمة الصحة 
 انتشاربالإضافة إلى  ،(WHO 2014)إصابة  71,996نحو  1222العالمية عام 

%  12ىذا الداء إلى مناطق جديدة لم تكن قد سجمت إصابات سابقة، ووجود نحو 
 .(WHO 2015) من الحالات لا يتم التبميغ عنيا أو معالجتيا

يسبب داء الميشمانيات طفيمي وحيد خمية إجباري التطفل داخل خموي من جنس 
شكال . يعرف لمداء ثلاثة أLeishmania (Sharma and Singh 2009)الميشمانيا 

سريرية وىي: الداء الجمدي والجمدي المخاطي والحشوي. تختمف ىذه الأشكال 
 بحسب نوع الطفيمي المسبب والنسيج الذي يتوجو إليو الطفيمي

 (David and Craft 2009, Antinori, Schifanella et al. 2012). 
في ظل الانتشار الواسع لمداء وتسجيل مئات آلاف الإصابات الجديدة كل عام و 

لإصابة بداء الأمثل لموقاية من ا التوصل إلى لقاح آمن وفعال ىو الحل يصبح 
يؤمن الحماية الكاممة  فعالاً  اً إلا أن لقاح، انتشاره  الحد من  من ثم   الميشمانيات و

وتتالت الدراسات في  .(Handman 2001)من الإصابة مازال غير متوفرٍ حتى الآن 
ضعفة والمقتولة ثم المُ فمحاولة لتطوير المقاحات بدءاً من استخدام الطفيميات الحية  

 المورثيةمقاحات المنقاة ومأشوبة وانتياءً بتطوير  مُستضدات المقاحات المعتمدة عمى
(Nagill and Kaur 2011(. 

عمى استخدام بلازميد يتضمن المورثة المرمزة لمستضد  المورثيةمقاحات التعتمد 
 ,Dumonteil, Jesus et al. 2003)معين يتم التعبير عنو في الخلايا حقيقية النوى 

Murray, Berman et al. 2005) في مجال  واعداً ، ويعد ىذا النمط من المقاحات
مقاحات التطوير لقاح يؤمن الوقاية من الأمراض المعدية مثل داء الميشمانيات. تمتاز 
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كما تتصف بإمكانية إنتاجيا بكميات كبيرة، وبشكل رخيص وبسيط وسريع،  المورثية
العالية في درجات حرارة مختمفة، إضافة إلى سيولة تخزينيا ونقميا، وقدرتيا  بالثباتية

الخمطية وخموية  د مناعة طويمة الأمد وتوليد نوعي الاستجابة المناعيةعمى تولي
لخطر الإصابة بالمرض. كل تعرض الجسم ولا  كما أن ىذه المقاحات آمنة، الوساطة
لتكون بديلًا عن باقي الاستراتيجيات التمقيحية  المورثيةمقاحات الرشحت يا ىذه المزا

(Encke, zu Putlitz et al. 1999, Palatnik-de-Sousa 2008). 
من  اً تتالت الدراسات عمى ىذا النمط من المقاحات حيث أظير الكثير منيا عدد

 Encke, zu Putlitz)الميشمانيات المورثات الواعدة في تحضير لقاح فعال ضد داء 

et al. 1999, Méndez, Belkaid et al. 2002) ولعل المورثة .sodb1  واحدة من
المسبب  الجمدي تالميشمانياداء ظ بالدراسة الكافية في مة التي لم تحيمالمورثات ال
في تحريض استجابة مناعية  ميمٌ  المدارية والتي يمكن أن يكون ليا دورٌ  بالميشمانيا

 واقية من الإصابة بالداء.
مجموعة كبيرة من  Superoxide dismutase تُشكل أنزيمات فوق أوكسيد ديسموتاز

واسعة الانتشار في كل من بدائيات  Metalloenzymesالأنزيمات المعدنية 
، وىي عبارة عن أنزيمات (Boucher, Brzozowski et al. 2006)وحقيقيات النوى 

O2الجذور الحرة لشاردة فوق الأوكسيد  Dismutationتقوم بتفكيك 
إلى بيروكسيد  -

ة فوق الأوكسيد داخل وجزيئة الأكسجين، حيث تتشكل شارد H2O2الييدروجين 
الخلايا نتيجة تفاعلات الأكسدة الأنزيمية والعشوائية، وتكون الجذور الحرة ليذه 
الشاردة ذات تأثير سام عمى الخلايا الحية فيي تقوم بأكسدة وتحطيم الجزيئات 

 .(Beyer, Imlay et al. 1991)البيولوجية مثل البروتينات والميبيدات 

مجموعات وذلك اعتماداً عمى الذرة المعدنية  مات إلى ثلاثتُصنف ىذه الأنزي
، (FeSOD)المتوضعة في الموقع الفعال ليا، وىي: فوق أوكسيد ديسموتاز الحديد 

، وفوق أوكسيد ديسموتاز الزنك / (MnSOD)وفوق أوكسيد ديسموتاز المنغنيز 
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في القالب  Cu/ZnSODو MnSOD. حيث تتواجد أنزيمات  (Cu/ZnSOD)نحاس
الميتوكوندري و السيتوزول لحقيقيات النوى عمى التتالي. في حين تُصادف أنزيمات 

FeSOD  في بدائيات النوى ووحيدات الخميةProtozoa  إضافةً إلى تواجدىا في
 .(Bannister, Bannister et al., 1987)النباتات والطحالب 

نت الدراسات دور ىذه الأنزيمات كعوامل فوعة لدى العديد من العوامل الممرضة بي  
(Welch, Sword et al., 1979, Beaman and Beaman 1990, Franzon, 

Arondel et al. 1990, Brehm, Haas et al., 1992, Heinzen, Frazier et al. 

 دورىا في تحريض استجابة مناعية مرتفعة موجـية ضد كل منإضافة إلى  ،(1992
 Phytomonas (Marín, Rodríguez- González et al., 2006) ،Trypansoma cruzi 
(Mateo, Sanchez-Moreno et al. 2010)L. Donovan)Danesh-Bahreini, Shokri et

 al., 2011). 
عوامل ىي حماية الأحياء الدقيقة من  Fe-SODإحدى أىم الوظائف الحيوية لأنزيم 

إلى سلالة من  Fe-SODن إعادة إدخال البروتين أالأكسدة، حيث أظيرت دراسة 
E. coli  طافرة )حذفت من جينوميا المورثةSOD  ففقدت قدرتيا عمى مقاومة الجذور

الحرة( أعادت قدرة ىذه السلالة عمى مقاومة العوامل المولدة لمجذور الحرة 
(Paramchuk, Ismail et al., 1997)يم ىذا الأنزيم أيضاً في حماية طُفيميات . يس

الميشمانيا من القتل بالأكسدة داخل البالعات الكبيرة، إذ يؤدي خفض التعبير عنو 
down regulation  باستعمال إحدى تقانات الإسكات المورثيgene silencing  إلى

انخفاض قدرة الأشكال داخمية السوط عمى حماية نفسيا من عوامل الأكسدة داخل 
 .(Ghosh, Goswami et al., 2003)البالعات 

تين فوق ونظراً للأىمية التي بينتيا الدراسات المرجعية للأدوار التي يؤدييا برو 
أوكسيد ديسموتاز كأحد بروتينات الفوعة ولقدرتو عمى تحريض استجابة مناعية مفيدة 
لدى حيوانات التجربة ونظراً لعدم وجود أي دراسة عن ىذا البروتين أو المورثة 

الذي بات العامل المسبب الرئيس لمداء الجمدي في  L. tropicaالمرمزة لو في النوع 
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 الميشمانيا جينوم في sodb1 المورثة ة إلى تحري وجودسوريا، تيدف ىذه الدراس

 في الذي يعمل pCIحامل التعبير  ضمن وتنسيميا عزليا ثم   ومن  L. tropica المدارية

الجمدية  الميشمانيا ضد تجريبي لمقاح أساسية مادة تحضير بيدف النوى حقيقية الخلايا
 المدارية المنتشرة في سوريا.

 المواد والطرائق:

 :السلالات والبلازميداتأولًا: 
 كسُلالة Escherichia coli TOP10 جراثيم sodb1مورثة  تنسيل أجل اُستعممت من

 الصفات التي أىم من .pCI (®Promega)المورثي  التعبير بلازميد مُضيفة، واُستعمل

مُقاومة  ومورثة ،خلايا الثدييات في يعمل الذي CMV لمُحضض امتلاكو بيا زتايم
 .المأشوب البلازميد عمى الحاوية يجابيةالإ المُستعمرات نتقاءلا للأمبسيمين

 باستخدام وذلك مْ  26حرارتيا  درجة حاضنة في الجرثومي التحول نواتج حضن تم

 Luria–Bertani (LB ) (10 g of Tryptone, 5 g of Yeast Extracts, 10 وسط 

g of NaCl)الأمبسيمينالحيوي  الصاد لو والمُضاف Amp المُستعمرات انتقاء بيدف 

 .pCI-sodb1عمى  المُحتوية الإيجابية
 ثانياً: الحصول عمى الطفيميات:

مراجعين و  بالميشمانيا الجمدية مصابينشخاص لأعزل الطفيمي من الآفة مباشرة 
لمشفى الأمراض الجمدية بجامعة دمشق بعد التأكد من الإصابة من خلال إجراء 

 . ري المباشر بتموين لطاخة مرفوعة من مكان الإصابة بممون غيمزاالفحص المجي
 الاستنبات: ثالثاً:

استنبتت ىذه الطفيميات بعد أخذىا مباشرة من الآفات الجمدية عمى الوسط نصف 
بنسمين وستريبتومايسين  نيوالمضاف لو الصادين الحيوي .N.N.Nالصمب 

penicillin وstreptomycin (Cytogen)  حيث حضنت وحدة / مل  100بتركيز ،
مئوية. تمت مراقبة الزروع يومياً بالفحص المجيري  15الزروع عند درجة حرارة 
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10×5لمتأكد من نمو الأشكال أمامية السوط ومن ثم نقمت الطفيميات بتركيز بدئي 
5 

 RPMI-1640ميمي لتر من الوسط نصف الصمب إلى وسط زرع سائل  طفيمي/
(Sigma) من مصل البقر الجنيني  % 22 المدعم بـFBS (Sigma)  .منزوع المتممة

وتمت مراقبة الزروع يومياً بتقييم عددىا وأشكاليا وحركتيا، وذلك بغية الوصول إلى 
 التركيز الأعظمي في طور الاستتباب من أجل استخداميا في التجارب اللاحقة.

 :DNAرابعاً: استفراد 
ميمي لتر من وسط الزرع السائل لطفيمي الميشمانيا  4الكمي من  DNAاسْتُخمِصَ 

10×30الحاوي عمى قرابة 
ميمي لتر. ثفل وسط الزرع السائل باستخدام  طفيمي/ 6

 22مئوية، مدة  3الدقيقة، عند درجة حرارة  دورة/ 3222بسرعة دوران  ،مثفمة مبردة
لمتخمص  PBSة ممحية فوسفاتية دقائق. أُزِيلَ السائل الطافي، وغُسِلَ الراسب بدارئ

باستعمال طقم  DNAمن بقايا وسط الزرع والمصل. بعد ذلك تم استخلاص 
 Wizard genomic DNA purification)الجينومي وتنقيتو  DNAلاستخلاص 

kit; Promega)تباع الخطوات العامة للاستخلاص المنصوح بيا من قبل ا. وذلك ب
، Genovaالضوئية  المطيافية مقياس بوساطة تركيزه الشركة المصنعة. تم حساب

 مئوية. 12-وحفظ عند الدرجة 
 :PCR تحديد نوع طفيمي الميشمانيا بوساطة تفاعلخامساً: 

لتحديد نوع طفيمي الميشمانيا عمماً أن ىذا الداء يسببو نوعان  PCRاستخدمت تقنية 
ولذلك تم اختيار شفع ، L. majorو L. tropicaمن طفيمي الميشمانيا في سوريا ىما 

صانعة السوط  DNAمن المرئسات الخاصة بتسمسلات محددة ومحافظة من 
kinetoplastid DNA  في كلا النوعين تحصر بينيا تسمسلًا متغايراً في طولو حسب

 `CSB2xF :5`CGAGTAGCAGAACTCCCGTTCA3ىما و النوع 
 ,CSB1xR :5`ATTTTTCGCGATTTTCGCAGAACG3` (Ray 1989و

Yurchenko, Merzlyak et al. 1999)جري تفاعل . أPCR  عمىDNA  المستفرد
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الميشمانيا المستفرد من سلالة مرجعية من  DNAى ـمن العزلة المدروسة بالإضافة إل
مستفرد من سلالة  DNA، وL. tropica (MHOM/SY/90/LEM2066) المدارية

، السلالتين L. major (MHOM/SY/91/LEM2397)الميشمانيا الكبرى  مرجعية من
 فرنسا الخاص بالسلالات المرجعية. -المرجعيتين مأخوذتين من بنك مونبيميو 

 DNAمن  0.25μgيحوي عمى  25µlقدره  PCRر حجم نيائي لتفاعل ض  حُ 

template 1، دارئة خاصة بالأنزيم بتركيزX ،1.5mM  منMgCl2 ،0.2mM  من
dNTPs (Promega ،) 0.5 μM1.25من كل مرئسة وU من الأنزيم Go Taq 

DNA Polymerase (Thermoتم .) تفاعل إجراء PCR 3: لآتية ا الشروط ضمن 
ثانية في  22مْ ،  52ثانية في  22مْ،  83ثانية في  22دورة ) 24مْ ،  83دقائق في 

رحمت العينات عمى ىلامة  PCRولتحميل نواتج تفاعل  .مْ  61دقائق في  6مْ( و  61
 .%1اروز بتركيز أغ

 :sodb1 مورثة  نسيلتسادساً: 
 :PCRومي بواسطة تفاعل جينال DNAمن  sodb1تضخيم المورثة  -1

الجينومي باستخدام المُرئسات  DNAمن  sodb1بيدف عزل مورثة  PCRأجري تفاعل 
 :SODB1-Fالنوعية 

 5'ATATCTCGAGGGATCCATGGCGTTCGCTGTTCAGCC3'، وSODB1-R:  

5'ATATTCTAGAAGCTTACTAAAGCTGGCTAGAGGCGA3'،   تم 

 الكبرى لميشمانيا sodb1لمورثة  النكميوتيدي عمى التسمسل بالاعتماد تصميم المرئسات
L. major الجينومي البنك المُتواجد في (Genebank Accession No. XM_001685449) 
وأضيفت  .L. tropica المدارية الميشمانيا لجينوم الكامل التسمسل وجود نظراً لعدم

 في المُضخمة مواقع أنزيمات التقييد لطرفي ىذه المُرئسات بما يسمح بتنسيل الشدفة

التسمسل  Forwardلاحقاً، حيث تضم المُرئسة الأمامية  المورثي التعبير بلازميد
التسمسل  Reveresبينما تضم المُرئسة العكسية  (XbaI)النيكموتيدي لأنزيم التقييد 
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، تم اصطناع المرئسات المختمفة من قبل شركة (XhoI)النيكموتيدي لأنزيم التقييد 
Alpha DNA   أنزيم البممرة استخدام الكندية. وتم(Thermo)  High-Fidelity 

Polymeras PFU  عالي الوثوقية لتجنب الأخطاء في تسمسل النكميوتيدات أثناء
 .تضخيم المورثة

 DNAمن 0.25μg يحوي عمى 25µlدره ق PCRحضر حجم نيائي لتفاعل 

template  1، دارئة خاصة بالأنزيم بتركيزX ،0.2mM  منdNTPs 
(Promega ،) 0.5μM1.25من كل مرئسة وU  منPFU Polymeraseإجراء . تم 

 83ثانية في  22دورة ) 24 مْ ، 83دقائق في  3 :تيةالآ الشروط ضمن PCR تفاعل
ولتحميل نواتج  .مْ  61دقائق في  6مْ( و  61ثانية في  22مْ،  52ثانية في  22مْ ، 

 .%1حمت العينات عمى ىلامة أغاروز بتركيز رُ  PCRتفاعل 
 :الجين والبلاسميد باستخدام أنزيمات التقييد هضم -1

 GeneJET Gel Extraction) طاقم وساطةب ليتم تنقيتيا اليلامة من الشدفة رفعت

Kit Thermo®)،  ًمن المورثة  تمت معاممة كلاsodb1  والبلازميدpCI  بأنزيمي
في تسمسلات  DNA، يعتمد عمل ىذه الأنزيمات عمى قطع XbaIو XhoIالتقييد 

محددة بحيث تترك نيايات متتامة يمكن استخداميا لاحقاً لربط ىذه المورثة 
 5µgمن المورثة و 2µgلعممية التنسيل، حيث استخدم  بالبلازميد، وذلك كخطوة أولى

 من البلازميد في كل تفاعل قطع. 
 :pCI المورثي التعبير بلازميد إلى sodb1المورثة   ربط تفاعل -3

والبلازميدات  sodb1تمت تنقية ناتج تفاعل القطع بأنزيمات التقييد لكل من مورثة 
البلازميدات ومن أطراف الشدفة لمتخمص من الشدف الصغيرة المقطوعة من 

، MSB spin PCR apace (Invitek) (clean up) المدخمة، باستخدام طقم التنقية
 %.2ترحيل ناتج التنقية عمى ىلامة من الأغاروز  ثم تم
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 نسبةالبحيث تكون  T4 Ligasaتُربط المورثة والبلازميد المقطوعين بوساطة أنزيم 
، تعمل ىذه الأنزيمات عمى إعادة الربط 2/2البلازميد  إلىمورثة المدخمة مل المولية

  .بتشكيل روابط فوسفاتية ثنائية الإستر

 ي:الجرثوم التحول -4
دخل تيا، وأُ ءلرفع حيويتيا وكفا top10 E. coliتم في البداية تييئة بكتيريا التنسيل 

 الجرثومي التحول تقنية إلييا بعد التييئة البُنى البلازميدية الناتجة وذلك بوساطة

من أجل تكثير نسخ البنى البلازميدي، ثم استنُبتت البكتريا المحورة عمى  الحراري
م. وبعد نمو °37الدرجة عند مبيسيمين، وحُضنت الأ بوجود LB-Agareأطباق 

البكتريا المحورة تم انتقاء عدد من المستعمرات النامية لمتأكد من دخول البلازميدات 
أجري مباشرة عمى محتوى المستعمرات الجرثومية   PCR المؤشبة ليا بواسطة تفاعل

مل من الوسط السائل  1يجابية عمى وزرعت المستعمرات الإ، Colony PCR تفاعل
LB ساعة. ثم عزلت  16مدة  مْ 37الدرجة عند مبيسيمين وحُضن المستنبت الأ بوجود

ة العمل واتبعت طريق Miniprep (Fermentas)البنى البلازميدية باستخدام طاقم 
 .المنصوح بيا من الشركة المصنعة

من البلازميد المؤشب  وبيدف التأكد من نجاح عممية التنسيل تمت معاممة كل  
ومن ثم أجري  XbaIوXhoI بأنزيمي التقييد  pCIالبلازميد و  pCI-sodb1المعزول 

 رحلان كيربائي تحميمي لناتج القطع عمى ىلامة من الأغاروز.
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 النتائج:
 :الكمي DNAاستفراد أولًا: 

معت الطفيميات من وسط الزرع بالتثفيل بسرعة دوران منخفضة، وبعد غسل جُ 
من  DNAلمتخمص من بقايا وسط الزرع والمصل، استخمص  PBSالرسابة بدارئة 

المستفرد من  DNAالرسابة الطفيمية كما ىو مذكور في الطرائق. تم التأكد من جودة 
. 0.8%لكيربائي الأفقي عمى ىلامة أغاروز بتركيز العينات المختمفة بالرحلان ا

 DNAبتعريض اليلامة لمنبع للأشعة فوق البنفسجية تبين وجود عصابة واحدة تمثل 
 (، مما يشير إلى عدم تدركو أثناء التحضير.2الشكل )الجينومي 

 
 

 شمانيا المدروسةيالمة المستخمص من سلال  DNAالرحلان الكهربائي لـ :(1) الشكل

المستفرد من عينة  A  DNA:، العمودDNA Ladder : واسمات أطوال معياريةMالعمود 
 الجينومي جيد التحضير  DNAلـ  A، تشير العصائب في العمود المدروسة شمانيايالم
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 PCR:تحديد نوع طفيمي الميشمانيا بوساطة تفاعل ثانياً: 
الميشمانيا الجمدي. وبتضخيم لتحديد نوع الطفيمي المسبب لداء  PCRاستخدمت تقنية 

DNA باستخدام المرئستين (CSB2XF/CSB1XR نحصل عمى شدفة بطول ،)
560 bp في النوع L. major 750 وشدفة بطول bp  في النوعL. tropica .أجري 

المستفرد من العزلة المدروسة بالإضافة  DNAعمى  PCRفي ىذه الدراسة تفاعل 
مستفرد من  DNAو L. tropicaة من النوع مرجعي سلالةالمستفرد من  DNAإلى 

 .L. majorسلالة مرجعية من النوع 
أظيرت السلالة المدروسة بعد عممية الرحلان الكيربائي عمى اليلام عصابة بطول 

560 bp المرجعية  لاتل الشدفة المميزة لمسلااطو أ، وبمقارنة طول ىذه الشدفة مع
 .L. tropica  المدارية تنتمي لنوع الميشمانيا طةنم  (، نستنتج أن السلالة المُ 1)الشكل 

 
 PCRسلالة المدروسة باستخدام تفاعل ال تنميط :(2) الشكل

 L. major لسلالة المرجعيةا: Aالعمود ،DNA Ladderواسمات أطوال معيارية  :Mالعمود 
 B العمود 560bpز بعصابة بطول تاالتي تم

ناتج تنميط لمسلالة : Cالعمود ، bp757ز بعصابة بطول تاالتي تم L. tropica لسلالة المرجعيةا
نستنتج أن  مع العصائب المرجعيةوبمقارنة 750bp  المدروسة ومن الملاحظ وجود عصابة بطول

 .L. tropicaالسلالة المنمطة تنتمي لنوع 
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 :sodb1 ثالثاً: تنسيل المورثة
شمانيا بسبب يالجينومي لم DNAابتداءً من  PCRبواسطة تقنية  sodb1تم تضخيم المورثة 

خمو المورثة من الانترونات وذلك باستخدام مرئسات نوعية تحتوي عمى مواقع لأنزيمات تقييد 
كما  L. majorلميشمانيا الكبرى  sodb1ة بالاعتماد عمى التسمسل النكايوتيدي لممورثة مَ صم  ومُ 

(. 2الشكل ) % 2عمى ىلامة أغاروز  PCRمن ناتج تفاعل  µl4رحل ذكر في الطرائق، 
بطول  DNA عصابة منوجود وتبين عند ترحل ناتج التضخيم عمى ىلامة من الأغاروز 

 ىوىو الطول المتوقع لممورثة مضافاً لو طول أجزاء المرئسات الحاوية عم bp 477يقارب 
 .L. tropica  نوعلم sodb1  مورثة تضخيم عممية عمى نجاح يدل مواقع أنزيمات التقييد. مما

 XhoIبأنزيمي التقييد  pCIالمورثة والبلازميد  تم ىضمsodb1  تضخيم المورثةبعد 
، الطرائق الموضحة أعلاه ، ثم تمت تنقية المورثة والبلازميدات المقطوعة بحسبXbaIو

في خطوة لاحقة تمت عممية الربط (، 3الشكل ) الأغاروز لامةى عمى النواتج تمحرُ  ثم   ومن
 .sodb1-pCIالبلازميدية  يةحيث حصمنا عمى البن T4 Ligaseباستخدام أنزيم الربط 

 
 sodb1المورثة  تضخيمالرحلان الكهربائي لناتج  :(3) الشكل

ومن الملاحظ ظهور  sodb1تضخيم المورثة ناتج  Aالعمود  ،واسم الأطوال المعيارية Mالعمود 
 .تقريباً  bp 588بطول  عصابة
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 XbaIو XhoIبأنزيمي التقييد  pCIالبلازميد هضم  :(4) الشكل

قبل الهضم،  pCIالبلازميد  A: ، العمودDNA Ladderواسمات أطوال معيارية  M:العمود 
 XbaIو XhoIبأنزيمي التقييد بعد الهضم  pCIالبلازميد  B:العمود 

 
 التحوير البكتيري وانتقاء المستعمرات المحورة:رابعاً: 

 أوساط ىعم رعتبإدخال البُنى البلازميدية إلييا وزُ  E. coli TOP 10حُورت بكتريا 

الامبيسمين، والذي يسمح بنمو المستعمرات الحاوية عمى البنى بوجود  مناسبة
، ولمتأكد من نجاح عممية البلازميدية فقط نظراً لامتلاكيا صفة المقاومة ليذا الصادّ 

المستعمرات  عمى PCRجرثومية وطبق تفاعل  مُستعمرة 11 انتقاء التحوير تم
(colony PCR)  البلازميدية الحاوية عمى البنيةلاتنقاء المستعمرات sodb1-pCI ،

بطول  عدة مستعمرات أظيرت عصابةتبين وجود  وعند ترحيل ناتج ىذا التفاعل
588 bp المورثة وتمثل طول  sodb1  مما يؤكد نجاح عممية التحوير البكتيري
 (.4الشكل ) البلازميدية المؤشبة فييا ووجود البُنى sodb1-pCI بالبلازميد
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 sodb1-pCI نتقاء المستعمرات البكتيرية المحورة بالبنية البلاسميديةا :(5)الشكل 

: المستعمرات الحاوة عمى البنية 144454748417411، الأعمدة واسم الأطوال المعيارية: Mالعمود 
: المستعمرات السمبية 2434647، الأعمدة(588bp)عصابة بطول  sodb1-pCI البلاسميدية

 .فقط pCIالحاوية عمى 
البلازميدي والتأكد من دخول المورثة بتفاعلات الهضم  DNAعزل  خامساً:

 :بأنزيمات التقييد
استخمصت البُنى البلازميدية المؤشبة من المستعمرات الإيجابية المنماة عمى الوسط 

ثم تم  ،Miniprepالبلازميدي مبيسيمين بطريقة التحضير أالمضاف لو  LBالسائل 
بأنزيمي التقييد  pCI-sodb1الحاوية عمى المورثة  المعزولة البلازميديةالبنية ىضم 
XhoI وXbaI بيدف التحقق من  1.5%، ورُحلّ ناتج اليضم عمى ىلامة الآغاروز

يلامة أن معاممة الحظ عمى . نم6)الشكل )كما يظيره  pCI-sodb1البنية البلازميدية 
بطولين مختمفين ىما  عصابتينبالأنزيمين تعطي  sodb1 -pCIالبلازميدية يةالبن

 .bp 588بطول  sodb1والمورثة  bp 3983بطول  pCIالبلازميد 
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 pCI-sodb1الحاوية عمى المورثة  المعزولة البلازميديةالبنية هضم  :(6)الشكل

 البلازميديةالبنية هضم ناتج  A: ، العمودDNA Ladderواسمات أطوال معيارية  :Mالعمود 
 XbaIو XhoIبأنزيمي التقييد  pCI-sodb1الحاوية عمى المورثة  المعزولة

 
 

  



 شفيع، سكرية، قويدر                .…وتنسيميا المدارية الميشمانيا لدىsodb1 المورثة  ىوية تحديد

147 

 

 المناقشة:
تم في ىذا البحث عزل واستنبات وتنميط سلالة من طفيمي الميشمانيا المسبب لمداء 

وتبين نتيجة ،الجمدي من أحد المرضى المراجعين لمشفى الأمراض الجمدية بدمشق 
وبالمقارنة مع سلالة مرجعية أن الطفيمي  PCRلتنميط ىذه السلالة باستخدام تقانة 

-Feالمرمزة لبروتين  sodb1عزل المورثة  تم   ينتمي لنوع الميشمانيا المدارية. ومن ثم  

SODB1  من الميشمانيا المدارية لأول مرة وتنسيميا ضمن بلازميد التعبير المورثي
pCI  قادر عمى تحريض استجابة مناعية واقية من  مورثيبيدف تطوير لقاح

 .الإصابة بالميشمانيا الجمدية المدارية المنتشرة في سوريا
 L. chagasiوالنوع  L. donovaniدراسة أجريت عمى الميشمانيا من النوع بينت 

 فويختم الميشمانيا،لدى  Fe-SODترمزان لأنزيم  sodb2و sodb1وجود مورثتين 
يزداد التعبير عن المورثة  إذ ،الطفيميالتعبير عن ىاتين المورثتين خلال دورة حياة 

sodb1  في الطورين داخمي السوط وأمامي السوط المخمج، بينما يزداد التعبير عن
أن ىـذه الدراسة  بينتكما ، في الطور أمامي السوط غير المخمج sodb2المورثة 

لكل من ىاتين  L. donovani ،L. chagasi ،L. majorنسبة التشابو بين الأنواع 
في حماية الطفيمي من  Fe-SOD% وذلك لأىمية الأنزيم 82المورثتين أكثر من 

 . (Plewes, Barr et al., 2003) عوامل الأكسدة
 المنقى من خلاصة طفيمي الميشمانيا SODأشارت أبحاث سابقة إلى قدرة بروتين 

 تمك الأبحاثعمى تحريض استجابة مناعية لدى العوائل المختمفة، حيث بينت نتائج 

  بالمشمانيا من النوع مصابة كلاب مصل في ة ضد ىذا البروتينيموج أضداد وجود
L. infantum، المشمانيا من النوع ب مصابين أشخاص مصل وفيL. peruviana، 

L. brazilensis ،L. amazonensis،  في مرشحاً لاستخدامو ىذا البروتين مما يجعل
 ) البشرتشخيص الإصابة بالميشمانيا عند الكلاب وعند 

; Marin, Longoni et al., 2007( Marín, Longoni et al., 2009. 
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 من SODB1كما بينت الدراسات المناعية التي اىتمت بالدور الوقائي لبروتين 
بالبروتين  BALB/cإذ أدى حقن الفئران  .وجود نتائج مشجعة الإصابة بالميشمانيا

rSODB1 حريض استجابة مناعية خموية ت المأشوب وبوجود المواد المساعدة إلى
مقارنة  IFN-γ غاما المرتبطة مع زيادة مستوى الأنترفيرون Th1الوساطة من النمط 

 IGg1 مقارنة بمستوى IGg2a إضافة إلى زيادة مستوى IL-10مع مستوى 
)Daifalla, Bayih et al., 2011) . كما أن حقن ىذا المستضد محملًا عمى جزيئات

 IGg2a نانوية من الكيتوزان أدى أيضاً إلى زيادة مستوى
(Danesh-Bahreini, Shokri et al., 2011) . كما أظيرت دراسة حديثة قدرة

الميشمانيا الدونوفانية عمى توليد استجابة المحضر من  rSODB1البروتين المأشوب 
وذلك عند تحدييا  BALB/cمناعية مرتفعة مرتبطة مع حماية جزئية عند الفئران 

 .L. major (Daifalla, Bayih et al., 2012)بطفيمي 
الاستجابة المناعية الناتجة عن تمنيع حيوانات التجربة  إضافة إلى ذلك تمت دراسة

فقد تبين أن المقاح المورثي الذي تم  ،SODالمحضرة من بروتين  المورثيةمقاحات الب
حمى الفئران  pC DNAداخل الحامل  Schistosoma mansoni SODتحضيره من 

C57BL/6  من التحديShalaby, Yin et al., 2003)) وأيضاً فئران ،BALB  تم
من خلال التمنيع داخل الطحال بمقاح  Brucella abortus حمايتيا من التحدي بـ 

pC DNA  SOD  حيث أدى إلى تحريض استجابة مناعية خموية من النمط الأول
Th1 (Muñoz-Montesino, Andrews et al., 2004)  ،دراسة أخرى أن   وأثبتت

أدى إلى حماية الفئران حماية جزئية عند تحدييا  pVAX1-SODالمقاح المورثي 
بالميشمانيا الأمازونية وارتبطت ىذه الحماية مع استجابة مناعية مختمطة تم توصيفيا 

 . IL-4 (Campos, Silva et al., 2015)و  IFN-γمن خلال إنتاج 
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