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  الملخص
 ،لسطحباعائلة من بروتينات اللشمانيا المرتبطة      ) ات السطحية للشكل المسوط   المستضد (PSAتشكل  

ز مروكما هي حال البروتينات الغشائية الأخرى، تُ      . LRRأو المفرزة، التي تتسم بوجود التسلسل النوعي        
ليـة  الجينات معروفاً قبل السلسلة الك    هذه   ولم يكن عدد نسخ      ، من قبل العديد من الجينات     PSAبروتينات  

 32بأن عدد هذه الجينات هو  وحديثاً، تنبأت دراسة حاسوبية حيوية. L. majorلجينوم اللشمانيا الكبرى 
 وقد اعتمدت هـذه الدراسـة علـى         .31 و 21 و 12 و 9 و 5وهي موزعة على الكروموزومات رقم      جيناً،  

فرة في  ا المتو PSA وبعض تسلسلات بروتينات     BLASTتقصي تحليلي للجينوم الكامل باستعمال برنامج       
، ومن ثـم بحثنـا   L. majorسلالة من وتنميط في دراستنا، قمنا أولاً بعزل وزراعة . الدراسات المرجعية

 PCR المرمزة للبروتينات الغشائية في الجينوم، مستعملين        PSA الكامل لجينات    عدد ال عنبشكلٍ تجريبي   
  مختلفـة  اً جين 22ف عن الوجود الفعلي لـِ      وبالنتيجة، تمكنا من الكش   .  على مرئسات نوعية    معتمدٍ كمنهجٍ

  . L. major في جينوم سلالة سورية من مرمزة للبروتينات الغشائية
  

 المستضدات الـسطحية  PSA، التحول الشكلي، اللشمانيا الكبرى :الكلمات المفتاحيـة  
 للشكل المسوط
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ABSTRACT 
PSA (promastigote surface antigen) is a Leishmania family of membrane-

bound or secreted proteins, whose main signature consists in a specific LRR 
sequence. As for the other membrane proteins, PSAs are encoded by multicopy 
genes. Before the complete sequencing of L. major genome, the number of 
copies was largely unknown. Recently, a bioinformatics study has been 
predicted the presence of 32 genes dispersed on chromosomes 5, 9, 12, 21 and 
31. That study was based on a BLAST search analysis performed against the 
complete genome sequences using as a query sequence some of the PSA protein 
sequences reported in the literature. In our study, we have first isolated, 
cultivated, typed and strain of L. major. Then we have investigated 
experimentally the complete list of PSA genes coding for membrane proteins in 
its genome, using PCR approach based on specific primers. In conclusion, we 
have detected the physical presence of 22 different genes coding for membrane 
proteins in the genome of Syrian strain of L. major. 
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  مقدمةال
ـ الذي والجلدي المخاطي والحشوي   الجلدي: ة الثلاث بأشكاله داء اللشمانيات    يعد  ه سببي

 فـي    انتـشاراً   الطفيليـة  الأمراض أكثر من    واحداً ،طفيلي وحيد خلية من جنس اللشمانيا     
 يـسجل كمـا    ، حول العالم  إصابة مليون   20 حون بهذا الداء ب   الإصاباتويقدر عدد   . العالم

 الإصـابة خطـر   معرضين ل  مليون شخص    350 حون ويعد. ةيث حد إصابة مليون   2سنوياً  
 .)(www.who.int/tdr/diseases/leish انتـشاره    أماكنوجودهم في   إلى   بهذا الداء نظراً  

توطن في  سوي ،)اأمريك و ،ةإفريقي و ،أوروبا و ،ةآسي(ت  أربع قارا ينتشر داء اللشمانيات في     
 ينـة حلـب وريفهـا     د في م   منذ القرن الثامن عشر    صشُخِ إذْ،  ة سوري بينها دولة من    88

 بـه   الإصـابات قدر عدد    وي  جميعها، لبيئاتاوفي  كلها  فظات القطر    في محا   حالياً وينتشر
  .2008 حديثة عام إصابة 29000سجلت ، إذ إصابة 92500

عائلـة  ل طفيليـات المنتميـة   ال معظم حال يكما ه لطفيلي اللشمانيا دورة حياة معقدة،      
مضيفين، مـضيف أو ناقـل لا فقـاري         إلى  يحتاج فيها الطفيلي     ،Flagellateالسوطيات  
) Phlepotomus(أو الفاصـدة  ) Sand fly( أنثى ذبابة الرمل تعد.  فقاري نهائيومضيف

  يعدفي حين، )Killick-Kendrick, 1999(العامل الناقل للعديد من أنواع طفيلي اللشمانيا 
ن بـشكلي   خـلال دورة حياتـه  الطفيلـي مر ي.  النهائيالإنسان والكلاب والقطط المضيف 

 الذي يعيش ضمن بالعات المـضيف   Amastigoteمسوطالغير الشكل ، تطورين رئيسين
 ويعيش في المعي المتوسط للمضيف اللافقاري  Promastigoteالمسوط والشكل ،الفقاري

)Alexander and Russell 1992(. أثناء تطور الطفيلي في معي   فييمر الشكل المسوط
نقـسامي  ل المسوط الاوهو الشك Procyclic Promastigote :ينت انتقاليبمرحلتينالحشرة 

منخفضة تجاه الخماجية الإمن صفاته  و، بالانشطار الطولي داخل معي الحشرة    الذي يتكاثر 
من عملية   نقساميالمسوط الا هذا الشكل     يعاني أسابيع 3-1حو  ن  وبعد ،قاريالمضيف الف 

 Metacyclicالمـسوط الثـاني   الشكل إلى ليتحول Metacyclogenesisالتحول الشكلي 
Promastigote  ْإذخماجيتـه  إر شكله المورفولوجي وتـصبح   يتوقف عن الانقسام ويتغي

يكمن الاختلاف بين    . تجاه المضيف الفقاري، لذلك يعرف بالشكل المسوط المخمج        مرتفعة
ومستوى التعبير عن كثير    في طبيعة   على المستوى الجزيئي     والمخمج  الانقسامي لينالشك

ــاص   ــشكلٍ خ ــة، وب ــات الكبري ــن الجزيئ ــرزة  م ــسطحية والمف ــات ال   الجزيئ
)Schlein, 1993; Saraiva, Pimenta et al., 1995( .مهمة أدواراً هذه الجزيئات تؤدي 

 في الشروط المختلفـة   اللشمانيا وخاصة في مساعدته على البقاء حياً      طفيلي  حلقة حياة   في  
خماجيتـه  إوفي ، )Singh and Singh, 2008(عند كل من المضيف الفقاري واللافقاري 

 ـ و ة كمي اتر تغي أظهرت كثير من الدراسات وجود    . لخلايا المضيف الفقاري    فـي   ةنوعي
 Metacyclogenesisالـشكلي    التحول   أثناء  في لجزيئات السطحية والمفرزة  ا التعبير عن 
هـذه   التـي تعـاني   الجزيئاتومن  ،)Rittig and Bogdan, 2000( يااللشمانفي طفيلي 

http://www.who.int/tdr/diseases/leish)
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ــرات ــدالتغي ــسكرية اللبي ــاو، ات ال ) Glicoinositolphospholipids) GIPL :أهمه
ــات و، )Lipophosphoglycan) LPGو ــاوالبروتين  Major surface protease :أهمه
)MSP (و(PPG) Proteophosphoglycanو Promastigote surface antigen) PSA (
)Beverley and Turco, 1998(.  

 كـل مـن   يؤدي  فمثلاً.العديد من هذه الجزيئاتدوار أ الدراسات مؤخراًكثير من    أثبتت
LPG و MSP ًالارتبـاط بالبالعـات    ي ومقاومة الانحلال بالمتممة و     في التهرب المناع   دورا

)Franke, McGreevy et al., 1985; Joshi, Sacks et al.,1998( تؤدي كما GIPL ًأيضا 
 لأوكـسيد المـضيف   بالعـات    إنتاجثر   المناعي للطفيلي وفي حمايته من أ       في التهرب  دوراً

 بـدور  PPG  تراكيز منخفضة من جزيئاتقوم وت،)Devault and Banuls, 2008(النتريك 
المـضيف   أمعـاء جـدار   إلى Procyclic Promastigote  الشكل الانقساميبارتباط رئيس

 Metacyclic Promastigote  الشكل المخمـج إلىتحوله بعد  و، حتى تمام نضجهاللافقاري
 من ثـم   و ،معاء المضيف اللافقاري  أب فقدان قدرة الارتباط     إلى مما يؤدي    ؛يزيد التعبير عنه  

 ـ أمعاء تحمى   الآلية وبهذه   ، الغدد اللعابية  إلىهجرته   ضيف اللافقـاري مـن الانفجـار        الم
)Killick-Kendrick, Molyneux et al.,1974( )Pimenta, Turco  et al., 1992 
)Kamhawi, Ramalho-Ortigao et al., 2004(.  

المعقد   يعد PSA تُنسب ، إذ  في دورة حياة الطفيليالمفرزة/طحيةس ال الجزيئات أهمحد  أ
مراضية في الفوعة الإدوره  : عدة منهاإليه أدوار)Beetham, Donelson et al., 2003( 

قاومـة  مفـي  و )Ben Achour, Chenik et al., 2002(  للطفيلـي خماجيةفي القدرة الإو
 ,Lincoln(وخلايـا المـضيف   طفيلـي  ال الحاصل بين  بالمتممة والتآزر الطفيليانحلال

Ozaki et al., 2004( )Kemp, Handman et al., 1998(.  تشير الدراسات المرجعية إلى
 كيلـو   50 ،80، 90 أشكال لهذا البروتين عند اللشمانيا وهي ذات أوزان جزيئية           3وجود  

 الشكل   دالتون ويعد M2   سـتمناعية للطـور    أبرز المستضدات الا  من   كيلو دالتون    50 ذو
 Champsi and McMahon-Pratt(  الأمازونيـة  لدى اللـشمانيا Promastigoteالمخمج 

1988(.  
الـشكل  وجد بشكل رئـيس فـي    وت، البروتينات السكرية  لعائلة PSAتنتمي بروتينات   

 Promastigote )Myung, Beetham et al., 2002( )Beetham, Donelson المـسوط 
 et al., 2003(، المجـال   :تألف هذا البروتين من عـدة مجـالات  ومن الناحية البنيوية ي

مينـي  المؤلف مـن تكـرارات للحمـض الأ   ) LRR) Leucine rich repeatsالمركزي 
 وبحـسب وجـود   ،like –LRRيجاور هذا المجال من النهاية الأمينية المجال، واللوسين
ا أن يكـون متثبتـاً علـى    وتين إم في النهاية الكربوكسيلية فإن البر GPI-anchorالمجال

أو يكـون   ، )GPI )Glycosylphosphatidylinositolالغشاء الخلوي برابطة من الـنمط       
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عدم وجود هذا المجـال فـي بنيـة البـروتين           في حال   مفرزاً إلى الوسط خارج الخلية      
)Kajava 1998( )Fankhauser and Maser 2005( .  

 عدد الجينات المرمزة لهـذه البروتينـات        ن حديثاً أن   فقد تبي   على المستوى الجيني   امأ
 عدد هـذه    لم يكن  2008 وقبل عام    ،طفيلي اللشمانيا أنواع   باختلاف  كبيراً اختلافاًيختلف  

أجريت بمقارنة  In Silicoدراسة حاسوبية تنبأت معروفاً، و L. majorالجينات في النوع 
 اً جين32 جودبو L. majorبالجينوم المسلسل لطفيلي المرجعية  PSAنات  بروتيتتسلسلا

ــية ــصبغيات   افتراض ــى ال ــات عل ــشكل مجموع ــة ب    31، 21، 12، 9، 5 موزع
)Devault and Banuls 2008( )Ivens, Peacock et al., 2005(.  

 أشكالفي ضوء الاختلافات الكبيرة بين الدراسات البروتينية التي تظهر وجود ثلاثة            و
عائلة جينية كبيرة تحوي  وجود التي تفترضوالدراسات الحاسوبية  ، PSAلبروتينات عائلة

هدفت أهمية هذه البروتينات في دورة حياة الطفيلي إلى ونظراً   PSAاً من جيناتجين 32
 المفرزة ضمن جينوم سلالة مـن       PSA عن عدد جينات     تحري تجريبياً لإلى ا هذه الدراسة   

 بعد تصميم مرئسات نوعيـة  PCRتقانة استعمال وذلك ب ؛معزولة محلياً L. majorطفيلي 
  .خاصة بكل جين

  مواد البحث وطرائقه
  :الحصول على العينات واستنبات الطفيلي

اض الجلدية بجامعة دمشق     الطفيليات من الآفة مباشرة لمرضى في مشفى الأمر        تزلع
 .N.N.Nمصابين باللشمانيا الجلدية، ثم استنبتت هذه الطفيليات على الوسط نصف الصلب            

 penicillin مضاف إليه دم أرنب منزوع الفيبرين وصـادات البنـسلين            أغارالمكون من   
. مل/ وحدة دولية  100بتركيز نهائي قدره    ) streptomycin) Cytogenوالستريبتومايسين  

حمتابعة نمو الطفيلـي فـي الـزروع         جرت مئوية،   26نت الطفيليات بدرجة حرارة     ض 
، وعد الطفيليات باستخدام    )Optika(بفحص أنابيب الزرع بشكل مباشر بالمجهر المقلوب        

 الزروع سلبية في حال عدم ظهور الطفيلي في وسط الزرع بعـد             وعدت. عدادة نيوباور 
يجابية إلى الوسط الـسائل      الطفيليات في العينات الإ     ونقلت .مرور أسبوعين على الزراعة   

RPMI 1640) (Sigma من المصل البقري الجنيني منـزوع المتممـة   % 10 المدعم بـ
)Cytogen.(  

  :الكلي DNAاستخلاص 
   طفيلـي باسـتخدام مثفلـة مبـردة        106 مل من وسط الزرع السائل الحاوي        1يثفل  

Hettich Universal 320R 4+الدقيقة، في درجة حرارة / دورة4000 بسرعة دوران ،م 
 بدرجـة   PBSيزال السائل الطافي وتغسل الرسابة الطفيلية مرتين بدارئة         .  دقائق 10مدة  

مـن خلايـا الطفيلـي       DNA يستخلص.  م للتخلص من بقايا وسط الزرع والمصل       4+
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 ـ             DNAباستخدام أعمدة كروماتوغرافيا مكروية تحوي على غشاء من السيليكا رابـط لـ
 الخطوات العامة للاستخلاص المنصوح بها من قبـل         اِتُّبعتوقد  ).  الألمانية MNشركة  (

 تحـوي   Tris الطفيليات في دارئـة      حضنتحيث  الشركة المصنعة مع بعض التعديلات،      
 %0.1 دارئة الحل الحاوية على  م، وأُضيف56شر دقائق في الدرجة  مدة ع  Kالبروتيناز  

 مـن   lμ200  ثم أُضـيف    م مدة عشر دقائق،    70رجة  ضن المزيج في الد   حو،  SDS من
رر المزيج على أعمدة الكروماتوغرافيا التـي تتميـز بألفـة عاليـة     مالكحول الايتيلي، و  

 ـ   1 هذه الأعمدة مـدة      تفلثُو. في وسط كحولي   DNAلـ  8000سرعة دوران    دقيقـة ب
.  البروتينـات  من الشوائب وخاصة بدارئة تحوي الايتانول للتخلصتسلغُالدقيقة، و /دورة
بنـدورف  إمع في أنابيـب     ج الغشاء بالماء المقطر الدافئ، و     المرتبط على  DNAطف  شُو

  . م20-فظ في الدرجة حنظيفة، و
  :الرحلان الكهربائي التحليلي

هربائي الأفقي على هلامـة  الكلي بتقنية الرحلان الك DNAتم التأكد من نتائج استفراد     
 الهلامة فـي قوالـب   وصبت. TBEارئة الرحلان في د%  0.8بتركيز Roth)(أغاروز 

، وأضيف الاتيديوم برومايـد بتركيـز نهـائي قـدره           (PeQlab)خاصة بجهاز الرحلان    
0.5μg/ml . مزجت العينات بدارئة تحميل العينةLoading Buffer 6 بتركيزX (Roth) ،

ر كهربائي   بتطبيق تيا  100bp (Promega)ورحلت العينات وواسمات الأطوال المعيارية      
باسـتخدام منبـع أشـعة فـوق         DNAوكشفت عصائب   .  دقيقة 30 فولت مدة    100قدره  

 Gel، ووثقت الهلامة باستخدام جهاز موثق الهـلام  (Cleaver)بنفسجية قصيرة الموجة 
documentation (Cleaver)          مزود بآلة تصوير رقمية ذات مرشحة خاصة بالأشعة فوق 

  .البنفسجية
  :خدام مقياس الطيف الضوئيباست DNA قياس تركيز
تركيز قيس  DNA          المستفرد لتحديد تركيزه ودرجة نقاوته بقياس الامتصاصية علـى

 في مجال الطيف فوق البنفـسجي لمقيـاس الطيـف           280nmو 260nm طول الموجتين 
استعمل الماء المقطر لضبط قيمة الصفر للجهـاز،       . Spectrophotometer T80الضوئي  
 النـسبة   وحـسبت في العينـات المختلفـة،       DNAص لتحديد تركيز     قيم الامتصا  وقُرئتْ

A260/A280لتحديد نقاوة العينات  .  
  : Bioinformaticsالدراسة البيولوجية الحاسوبية

باستخدام عدة برامج بيولوجيـة   L. major لجينوم in silico دراسة حاسوبية أجريت
 PSAلى تسلسلات جينـات   هدفت إلى الحصول عBioinformatics softwaresحاسوبية 

 بهـدف تحديـد تسلـسل       درستْومن ثم    ،نترنيت على الإ  Databasesقاعدتي بيانات   من  
 وذلك بتقصي وجود التسلسل المميـز       ؛ المتثبتة غشائياً  PSAالجينات المرمزة لبروتينات    
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 قورنت تسلسلات هـذه  ،)gpi.unibe( باستخدام البرنامجأو غيابه  GPI anchor للرابطة
 invetrogene Vector NTI Advance( تطبيقات برنـامج  أحدت تراكبياً باستعمال الجينا

 لتحديد التسلسلات المتغايرة فيما Multiple Alignment المعروف بالتراكب المتعدد )11
ضمن هذه التسلسلات المتغايرة صممت يدوياً مرئسات نوعية خاصة بكـل جـين،             . بينها

  .BLASTلمرئسات باستعمال برنامج المقارنة الحاسوبية ومن ثم تم التأكد من نوعية هذه ا
  :PCRالتفاعل السلسلي للبوليميراز 

  : PCR من تفاعلات جري نوعانأُ
 ـ المرئسات باستخدامد نوع الطفيلي    تحدي إلى هدف   الأول 1( جـدول حة فـي ال الموض( 

، فرنـسا - مونبلييه مرجعي من بنكةمأخوذ L. major ة مرجعيةسلالمستخلص من  DNAو
 المرمـزة للبروتينـات    PSAلتحري عن وجود جينـات إلى االتفاعل الثاني   هدففي حين

 باستخدام جهاز مدور PCRأنجزت تفاعلات . L. major في جينوم طفيلي المتثبتة الغشائية
). Promega ( Go Taq DNA Polymeraseوطقـم ) Thermocycler) PeQlabحـراري  
  .الكندية Alpha DNAة من قبل شركة  المختلفPrimers المرئسات اِصطُنعت

  مرئستا تنميط اللشمانيا )1(جدول ال
atttttcgcgattttcgcagaacg  CSB1Xr 
cgagtagcagaaactcccgttca  CSB2XF  

 يحوي على دارئـة خاصـة بـالأنزيم         PCR لكل تفاعل    25µl حجم نهائي قدره     حضر
لفوسـفات منـزوع    من كل نكليوتيد ثلاثـي ا  0.2mM و MgCl2 من   1.5mM و 1Xبتركيز  

  بـوليميراز  Taq مـن    1.25U من كـل مرئـسة و      25pmolو) dNTPs) Rothالأكسجين  
)Promega( .رمججهاز   وب PCR   دورة تتألف كل منها من ثلاث مراحل مدة كل          35 لينجز 

وفـي الثانيـة إلـى       ، م 95 التسخين في المرحلة الأولى إلى الدرجة        أُجري.  ثانية 30منها  
 وفي الثالثـة إلـى      ، م لمرئسات التحري عن الجينات     60ت التنميط و   لمرئسا  م 56الدرجة  
 رحلت العينات على هلامـة أغـاروز بتركيـز          PCRولتحليل نواتج تفاعل    .  م 72الدرجة  

  .Gel electrophoresis  من الأغاروزعلى الهلامالتحليلي  بتقنية الرحلان الكهربائي 1.5%
  جـائـالنت

  : الطفيلياتاستنبات
 ـ        استنبتت ا   متابعـة   تلطفيليات وفقاً للطريقة المذكورة في مواد البحث وطرائقه، وتم

ونقلـت الطفيليـات إلـى الوسـط الـسائل بتركيـز             نموها بالفحص المجهري المباشر،   
 مل مـن وسـط     1مل، أخذ   / طفيلي 610مل، وعند وصول عدد الطفيليات إلى       /طفيلي105

  . DNAالزرع لاستفراد 
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  :الكلي DNAاستفراد 
فيليات من وسط الزرع بالتثفيل بسرعة دوران منخفضة كما هو مذكور في            جمعت الط 

للتخلص من بقايـا وسـط      )  م 4(+ المبردة   PBSغسلت الرسابة مرتين بدارئة     . الطرائق
من الرسابة الطفيلية باستخدام طقم خاص باسـتخلاص         DNAاستخلص  . الزرع والمصل 

DNA  خطـوات العمـل، ذكـرت فـي         على الحيوانية مع بعض التعديلات      ةنسجمن الأ 
تم التأكد من جـودة     .  بشكلٍ أمثل  اللشمانيامن طفيليات    DNAلضمان استفراد   الطرائق،  

DNA             المستفرد من العينات المختلفة بالرحلان الكهربائي الأفقي على هلامـة أغـاروز
ة ن وجود عصابة رئيـس    يبتعريض الهلامة لمنبع للأشعة فوق البنفسجية تب      . 0.8%بتركيز  

 حيث يظهر  DNAتظهر نتائج الرحلان جودة استفراد      ). 1الشكل  (الجينومي   DNAل  تمث
  . أثناء الاستفراد في مما يشير إلى عدم تدركهعلى الهلامة بشكل عصابة واحدة؛

  
  .اللشمانيا المدروسةة المستخلص من سلال DNA الرحلان الكهربائي لـ)1 (الشكل

المستفرد من السلالة المرجعيـة   A DNA:، العمود DNA Ladderواسمات أطوال معيارية: Mالعمود 
 DNA إلـى   B و Aالمستفرد من عينة من اللشمانيا، تشير العصائب فـي العمـودين             B DNA:العمود  

  .الجينومي جيد التحضير
  :DNA قياس تركيز 

ن المستفرد من العينات المختلفة، وحددت درجة نقاوة المحلول، فتبيDNA        تركيز قِيس
، وراوحت النسبة 150ng/µl و100ng/µlيراوح بين جميعها في العينات  DNAأن تركيز   

A260/A280 مما يشير إلى نقاوة عالية لعينات ؛2 و1.8 بين القيمتين DNA المستفردة.  
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  : Bioinformaticsالدراسة البيولوجية الحاسوبية
 .ة المتخصصةعلى البرامج البيولوجية الحاسوبي L. majorالدراسة لجينوم هذه اعتمدت 

 المنـشورة عالميـاً   L. majorلدى النوع جميعها  PSAتم الحصول على تسلسلات جينات 
ــن ال ــداء مـ ــوقعينابتـ ــالميين مـ ) /http://www.ncbi.nL.major.nih.gov( العـ

بالاعتمـاد    لهذه الجينات  الرمز العالمي ) 2 (ن الجدول  ويبي ،/)http://www.genedb.org(و
  GPI anchorتحديـد التسلـسلات المميـزة للرابطـة    على البرنامج الحاسوبي القادر على 

 بين الجينات المرمزة لبروتينات     زيالتمي جرى )http://gpi.unibe.ch(موقع  الفر على   االمتو
PSAجينات الن مننمطيهذين ال) 2(ن الجدول  المثبتة على الغشاء وتلك المفرزة، يبي.  

  L.major المعروفة لدى النوع PSA جينات )2 (جدولال
رقم   الرمز في قواعد البيانات  البروتين

 UniProtKB/TrEMBL  غشائي  مفرز  الكروموسوم
Reference NCBI Reference GeneID  اسم الجين العالمي  

C5    X  Q4QJB2 XM_001687515.1  5648952  LMJF _05_0900 
C5    X  E9ACQ0 XM 003721727.1  5648944  LMJF _05_1215 
C9  X Q4QHW6 XM_001681180.1  5649487  LMJF _09_0580 

C21 X  Q4QC79 XM_001683017.1  5651676 LMJF _21_1170 
C31 X  Q4Q6B7 XM_001685079.1  5654076 LMJF _31_1450 
C31 X  Q4Q6B6 XM_001685080.1  5654077 LMJF _31_1460 
C31    X  E9AEF4 XM_003722326.1  5654037 LMJF _31_1445 
C31  X Q4Q6B8 XM_001685078.2  5654075 LMJF _31_1440 
C12  X Q4QGI6 XM_001681660.1  5649997 LMJF _12_0730 
C12  X Q4QGI8 XM_001681658.1  5649995 LMJF _12_0740 
C12  X Q4QGK0 XM_001681646.1  5649983 LMJF _12_0755 
C12  X Q4QGJ9 XM_001681647.2  5649984 LMJF _12_0760 
C12  X Q4QGJ6 XM_001681650.1  5649987 LMJF _12_0765 
C12  X Q4QGJ7 XM_001681649.1  5649986 LMJF _12_0780 
C12  X Q4QGJ4 XM_001681652.1  5649989 LMJF _12_0810 
C12  X Q4QGJ2" XM_001681654.1 5649991 LMJF _12_0830 
C12  X Q4QGJ0 XM_001681656.1  5649993 LMJF _12_0850 
C12 X  Q4QGM1 XM_001681625.1  5649962 LMJF _12_0860 
C12  X Q4QGL5 XM_001681631.1  5649968 LMJF _12_0870 
C12  X Q4QGL4 XM_001681632.1  5649969 LMJF _12_0890 
C12 X  Q4QGL2 XM_001681634.1  5649971 LMJF _12_0910 
C12 X  Q4QGK8  XM_001681638.1  5649975  LMJF _12_0920 
C12  X Q4QGK6 XM_001681640.1  5649977 LMJF _12_0940 
C12  X Q4QGK4 XM_001681642.1  5649979 LMJF _12_0960 
C12  X Q2533K1 XM_001681627.1  5649964 LMJF _12_0980 
C12  X Q4QGL8 XM_001681628.1  5649965 LMJF _12_0990 
C12  X Q4QGK6 XM_001681629.1  5649966 LMJF _12_1000 
C12 X  Q4QGI4 XM_001681662.1  5649999 LMJF _12_1020 
C12 X  Q4QGI2 XM_001681664.2  5650001 LMJF _12_1040 
C12 X  Q4QGK2 XM_001681644.1  5649981 LMJF _12_1060 
C12  X Q4QGK1 XM_001681645.1  5649982 LMJF _12_1070 
C12 X  Q4QGI0 XM_001681666.2 5650003 LMJF _12_1090 

http://www.ncbi.nL.major.nih.gov
http://www.genedb.org
http://gpi.unibe.ch
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 alignmentبمقارنة التسلسلات المرمزة للبروتينات المثبتة علـى الغـشاء تراكبيـاً            

، )invetrogene Vector NTI Advance 11(باستعمال البرنامج الحاسوبي المتخـصص  
كمـا  % 86جينات التي بلغت    كما هو مذكور في الطرائق حددت نسبة التشابه بين هذه ال          

  .عينت مواضع أكثر التسلسلات تماثلاً وأكثرها تغايراً
بالاعتماد على الدراسات الحاسوبية التي ذكرت سابقاً اختيرت المناطق المتغايرة فيما           
بينها لهذه الجينات لتصميم مرئسات نوعية خاصة بكل جين، ما عدا ثلاثة جينات كانـت               

تم التأكد من نوعية هذه     .  فَصمم شفع واحد من المرئسات لهم      %99ا  نسبة التشابه فيما بينه   
المرئسات حاسوبياً بمقارنتها بقواعد البيانات الحاوية على التسلسلات الجينيـة المعروفـة            

 BLAST) Basic Local Alignment Searchللكائنات الحية جميعها، باستخدام برنامج 
Tool (المتوافر على الموقع الآتي) :gov.nih.major.nL.ncbi.blast://http/.(  
  

  :PCR  بوساطة تفاعلاللشمانياتحديد نوع طفيلي 
، علماً أن هذا     الجلدي اللشمانيا لتحديد نوع الطفيلي المسبب لداء       PCRاستخدمت تقنية   
 شفع من اختير، ولذلك L. major وL. tropica هما اللشمانيا من طفيلي الداء يسببه نوعان

الكينيتوبلاستي في كلا النوعين     DNAالمرئسات الخاصة بتسلسلات محددة ومحافظة من       
وبتضخيم ). CSB2XF/CSB1XR(حسب النوع   بتحصر بينها تسلسلاً متغايراً في طوله       

DNA   شـفعٍ 600حو  ن، نحصل على شدفة بطول      )1الجدول   (باستخدام هاتين المرئستين  
   مـن الأسـس فـي النـوع     شـفعٍ 800حـو  نو L. major  من الأسـس فـي النـوع   

L. tropica. استخدمنا في هذه الدراسة تفاعل PCR على DNA    المستفرد مـن العزلـة
). 2الشكل( L. major من النوع ة مرجعيةالمستفرد من عزل DNA فضلاً عنالمدروسة 

 600 عصابة بطول    كهربائي على الهلام   بعد عملية الرحلان ال    أظهرت السلالة المدروسة  
 المرجعيـة،   ةزة للـسلال   الممي ةطول الشدف ب من الأسس، وبمقارنة طول هذه الشدفة        شفعٍ

  .L. major الكبرى اللشمانيانستنتج أن السلالة المنمطة تنتمي لنوع 
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م تفاعل  المستفرد للسلالة المدروسة باستخدا    DNAالرحلان الكهربائي لنواتج تنميط     ) 2 (الشكل

PCR.  
، نـاتج تنمـيط للـسلالة المرجعيـة      Aالعمـود . DNA Ladder واسمات أطوال معيارية ،Mالعمود 

L.major   لعمود  ا.  باستخدام المرئسات النوعيةB         ناتج تنميط للسلالة المدروسة باسـتخدام المرئـسات ،
العـصابة بـأطوال     شفع من الأسس وبمقارنة طول هذه        600النوعية، ومن الملاحظ وجود عصابة بطول       

 .L.majorالعصابة المميزة للسلالة المرجعية، نستنتج أن السلالة المنمطة تنتمي لنوع اللشمانيا الكبرى 

  
 المرمزة للبروتينات المثبتة على الغـشاء فـي    PSAالتحري تجريبياً عن وجود جينات

  :L. major جينوم النوع
 المرمزة للبروتينـات المثبتـة      PSA التحري تجريباً عن الوجود الفعلي لجينات        جرى

، باستعمال أشفاع المرئسات المـصممة بحيـث تكـون    PCRعلى الغشاء بوساطة تفاعل     
رحلت نواتج تفاعـل  . L. majorالجينومي المستفرد من طفيلي  DNAنوعية لكل جين و 

PCR   1.5%غاروز   على هلامة الأ وجود ) 3(نت صورة الهلامة الموضحة في الشكل        وبي
 300-80 بـين    ول المفترض حدة نوعية لكل جين من الجينات المدروسة، بالط       عصابة وا 

bp  ، وجود جينات    ومن ثمPSA   في دراسات  التنبؤ بوجودها المتثبتة الغشائية التي تم     كلّها  
  . L. major اللشمانيا سابقة، بشكلٍ فعلي في جينوم حاسوبية
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 المرمـزة   PSAللتحري عن وجود جينات      PCRالرحلان الكهربائي لنواتج تفاعل     ) 3 (الشكل

   .L.majorالمستفرد للسلالة المدروسة  DNAللبروتينات المتثبتة الغشائية في 
، يلاحظ ظهور عصائب مختلفة الأطوال تشير إلـى  DNA Ladder واسمات أطوال معيارية ،Mالعمود 

 .المدروسة L.major لةسلا DNA المرمزة للبروتينات المتثبتة الغشائية ضمن  PSAوجود جينات الـ
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  المناقشة
حـد  أمـن   L. major نعزل ونستنبت وننمط سلالة من استطعنا، في هذا البحث، أن

 الوجـود الفعلـي لمجموعـة الجينـات المرمـزة           أن نثبت ومن ثم   المرضى السوريين،   
سلالة المعزولـة محليـاً،   هذه ال في  PSAللبروتينات المتثبتة على الغشاء المنتمية لعائلة

 كان وجودها يقوم على الدراسات المقارنة الحاسوبية بين التسلسل البروتيني لأحـد             مابعد
  . مع التسلسل الكامل لجينوم هذا النوع من الطفيليPSAبروتينات 

، إلـى وجـود   L. majorأشارت الدراسات التي سبقت سلسلة جينوم اللشمانيا الكبرى 
 حددت أوزانهـا الجزيئيـة بــ    gp46/M2 تنتمي لعائلة  PSAثلاثة أشكال بروتينية من

50KDa80 وKDa 96وKDa )Champsi and McMahon-Pratt, 1988( ن أن ، وتبـي
 من حيث التسلسل مع اختلاف واضح في النهاية         -إلى حد بعيد  -هذه البروتينات متشابهة    

 غير معروفة بشكلٍ دقيق   ن أن هذه البروتينات ترمز من قبل عدة جينات          كما تبي . الأمينية
)Kajava 1998( )Fankhauser and Maser 2005(.  

 بعد سلسلة عدد من جينومات الأنواع المختلفة لطفيلي التي جرت  الدراسات الحديثة  أما
استطاعت أن ترسم صورة افتراضية لما هي عليـه  فقد ، L. majorاللشمانيا ومنها جينوم 

 المنشورة  PSA توصلت إحدى الدراسات بمقارنة تسلسل بعض بروتينات         إذْ PSAجينات  
التنبـؤ   إلـى  BLASTمج  بواسطة برناL. majorفي الدراسات المرجعية بتسلسل جينوم 

 PSAن أن  تبـيin silico وبنتيجة هذه الدراسـة  . PSAالعدد الكلي الافتراضي لجينات ب
 جيناً مرمزة للبروتينات المتثبتة علـى   22 جيناً منها    32عبارة عن عائلة جينية مكونة من       

ــرزة  ــات المف ــز للبروتين ــاقي مرم ــشاء والب    )Devault and Banuls, 2008( الغ
)Ivens, Peacock et al., 2005(  لكن لم يتم التأكد من الوجود الفعلي لهذه الجينات فـي ،

استطعنا في هذه الدراسة من خلال اعتماد منهج تجريبي يقـوم علـى الكـشف               . الجينوم
  PSAنوعية لكل تسلسل من تسلسلات جينـات وباستخدام مرئسات   PCRالمخبري بتقانة

هذه الجينات بشكلٍ فعلـي   من  كل جين    أن نثبت وجود     المرمزة للبروتينات المتثبتة غشائياً   
  .L. major  سلالة معزولة محلياً منفي جينوم
تعد PSA  بروتينات تحوي بشكل رئيسي تكرارات مـن تسلـسلات          الن  عائلة مLRR 

   وتقترح هذه الخصائص إمكانيـة  ،ا متثبتة على الغشاء أو مفرزة   وتكون هذه البروتينات إم 
إن التنوع الموجود بين أفراد      .ين المضيف والطفيلي  اشتراك بروتينات هذه العائلة بالتآثر ب     

ولا يقتصر   ، يمكن أن يدعم هذا الدور     LRRهذه العائلة الذي يشمل بشكل أساسي المجال        
 بعدد التكـرارات لهـذا   بل أيضاًفقط  LRRهذا التنوع على الاختلاف في تسلسل المجال      

 فـي  أن تؤثر بشكل مباشـر      يمكن،  تكراراً 2-25المجال في كل بروتين الذي يراوح بين        
رتباطيـة مـع    لخاصة به، ومن ثم في خصائصه الا      شكل البروتين والبنية ثلاثية الأبعاد ا     
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 الكبيرة في أطوال الجينات المرمزة لهـذه        الاختلافاتخلايا المضيف، ويفسر هذا التنوع      
  ).2 الجدول(البروتينات 

 يتعلـق الأول    LRRجال   خارج الم  PSAن من عوامل تنوع     ا آخر  عاملان يكمن أيضاً 
 يمكن أن يغيب تماماً في بعض       أنّه حتى   اً كبير تغايراً الذي يتغاير طوله     The/Serبالمجال  
رات ما بعد الترجمة التي  لتغيPSA أما العامل الثاني فهو إمكانية تعرض،  PSAبروتينات

يعد      سكاكر وطبيعة  وحتى الآن لا تزال مواقع ربط ال      ، رات ربط السكاكر من أهم هذه التغي
  .الرابطة بين الحموض الأمينية والسكاكر غير معروفة لدى هذا البروتين

وجود محددات الارتباط الغشائية، التي تنتج في معظمها عن وجود تسلسلات تجعـل             
 حـدد مـصير   ، ي GPI  للارتباط على الغشاء الخلوي برابطـة مـن نمـط          البروتين قابلاً 

 in silicoاقترحت الدراسـة  . رتباط على سطح الطفيلياز أو للافرا للإ إمPSA بروتينات
 كما أثبتت هذه الدراسات     ، تتثبت على الغشاء والقليل منها مفرز      PSAأن معظم بروتينات    

شمانيا مسلسلة الجينوم    للّ ة الثلاث  بين الأنواع  -إلى حد كبير  -أن البروتينات المفرزة تتشابه     
L. major و L. braziliance و L. infantum)Devault and Banuls, 2008(.  

ــراً  ــى نظ ــات  إل ــة بروتين ــشمانيا   PSAأهمي ــي الل ــاة طفيل ــي حي    ف
)Beetham, Donelson et al., 2003( )Lincoln, Ozaki et al.,2004(  وإخماجيتـه 
)Ben Achour, Chenik et al., 2002(       اهتمت كثيـر مـن الدراسـات بوظيفـة هـذه

 الدراسات التي اهتمت بالجينات التي ترمز هذه البروتينات قليلة           تعد في حين البروتينات،  
 ـ22وجـودٍ  إمكانيـة   إلى أشارتالتي  in silicoخرها دراسة آ كان ،جداً  مرمـزة  اً جين

 ـ   22وجود   استطعنا في دراستنا هذه إثبات     وقد   ،ة غشائياً لبروتينات مثبت   PCRـناتجـاً لل
د الفعلي لهذه المورثات في      مما يوحي بالوجو   ؛PSA المرئسات النوعية لمورثات     باستخدام
 للتأكـد  DNAـ الجراء تفاعل سلسة اً إمر الذي يستوجب لاحقوهو الأ L. majorجينوم 

بعض هذه الجينات أو جميعهـا عـن        هل تُعبر   : عرفةمتابعة الدراسة لم  ومن هذه النتائج    
 ؟ ولمعرفة كيفية هذا التعبير؟نفسها
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