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 السلخص
مغ البمجان حػل العالع، وعمى الخّغع مغ كثيخٍ يُعج داء الميذسانيات مذكمة صحة عامة في   

ؤل، إلا أنّ تصػيخ لقاحات آمشة وفعّالة لا يدال الغاية أنّ إنتاج الأدوية الججيجة يبعث التفا
في ضػء نذػء مقاومة ليحه الأدوية، ويُعجّ تصػيخ لقاح الحسس الشػوؼ أو  ، لاسيساالسشذػدة

 قيّستوفي ىحا الرجد  .ستخاتيجيات الخئيديّة لمديصخة عمى الجّاءإحجػ الإ DNAلقاح 
أو بذكل لقاحات  حات الحسس الشػوؼّ مغ لقا اجدء  بػصفيا مدتزجات مختمفة أُنتجت 

مؤشبة ضج داء الميذسانيات. قسشا في ىحا العسل بتحزيخ بشى بلاسسيجيّة، تعسل في 
 ابذكمو السفخز مفخد   (L. major PSA)ات الشػػ، تحتػؼ عمى الجيغ السخمّدة لبخوتيغ حكيكيّ 

 ((PSAبخوتيغ  في محاولة لتحديغ شيّ  ((sGFPمع البخوتيغ الستفمػر الأخزخ  اأو مجمج  
والحفاظ عمى ثباتيّتو، وسيػلة تتبع إنتاجو. ولقج نجحشا في التأكج مغ صحة البشى البلاسسيجيّة 
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 ((HEK-293Tالسشتجة، والتحقق مغ التعبيخ البخوتيشي لمبشية السجمجة ضسغ الخلايا 
غ يسك (DNA)باستخجام التبريع السشاعي، وبحلظ نكػن قج حرمشا عمى مادة أولية لمقاح 

 اختبار دورىا الػقائي في الشساذج الحيػانية.
 
 

 .PSA ،sGFP، الميذسانيا الكبخػ، DNAالتشديل الجيشي، لقاح  الكلسات السفتاحيّة
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Abstract 

Leishmaniasis remains a major health problem in many countries worldwide. 
Although the production of new drugs is promising, the development of safe 

and effective vaccines remains the best hope, especially given the emergence 

of drug resistance. One of the main strategies to control leishmaniasis is to 

develop a DNA vaccine. In this regard, various antigens have been evaluated 

as parts of potential DNA or recombinant vaccines against leishmaniasis. 

Here, we expressed a recombinant eukaryotic plasmid containing gene that 

expressed of PSA protein in its secreted form from Leishmania major 

promastigotes and PSA protein fusion with superfolder green fluorescent 

protein (sGFP) for enhancing PSA folding and improve its stability In 

addition to using sGFP as a marker for the expression. We succeeded in 

confirming the validity of the produced plasmid structures and verified the 

production of the fusion protein in HEK-293T cells using Western blotting. 

Thus, we have obtained the basic material for a DNA vaccine whose 

protective role can be tested in animal models. 
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 :السقدمة

دولة مغ دول العالع  75يُعج داء المّيذسانيّات مغ الأمخاض الصفيمية السيسمة السشتذخ في 
اء شفيمي وحيج خميّة مغ جشذ الميذسانيا، ة في ىحه الجول. يدبب الجّ حة عامّ مذكمة ص امدبب  
. (Alvar et al., 2012)ل بذكميغ سخيخييغ رئيدييغ ىسا الجّاء الجمجؼ والجّاء الحذػؼ ويتسثّ 

مغ شفيميات  انواحجة مغ أكثخ البمجان السػبػءة بالجّاء الجمجؼ، الحؼ يدببو نػع ةتعجُّ سػري
 (L. major)والمّيذسانيا الكبخػ  (L. tropica) الميذسانيا السجاريّة :المّيذسانيا ىسا

(Reithinger et al., 2007; Haddad et al., 2015) دورة  في أثشاء . يسخ شفيمي الميذسانيا
جج في معي الحذخة الشاقمة، وداخل خمػؼ عجيع ػ ي promastigoteتو بصػريغ، مدػط حيا

. (Reithinger et al., 2007)جج ضسغ بالعات السزيف الفقارؼ ػ ي amastigoteالدػط 
وذلظ بتػليج استجابة مشاعيّة  ،يعتسج الذفاء مغ داء الميذسانيات عمى السشاعة خمػيّة الػساشة

يل البالعات لمتخمز مغ وتفع (IFN-γ)تتخافق بإنتاج مدتػيات عالية مغ  (Th1)مغ الشسط 
 ,Scott)ة بالشسط السفيج ة، يعخؼ ىحا الشسط مغ الاستجابة السشاعيّ الصفيميات الجّاخل خمػيّ 

1991; Nylen and Gautam, 2010)  لتجبيخ  ا. يعجّ العلاج الكيسيائي الػسيمة الأكثخ شيػع
أثبتت التّجارب عمى  .(de Vries et al., 2015)لقاح مخخز وفعّال  غيابالجّاء في ضل 

لقاحات بػصفيا الشساذج الحيػانيّة إمكانيّة تخشيح عجد مغ جيشات وبخوتيشات شفيمي الميذسانيا 
لقجرتيا عمى تحقيق مدتػيات مختمفة مغ الحساية ضج الإصابة بالجّاء، وذلظ عشج تسشيع 

الدشػات  فيسيست جامعة دمذق أ. (Sundar and Singh, 2014)الشساذج الحيػانية بيا 
الساضية بإنتاج عجد مغ السدتزجات السؤشبة بذكل مفخد، أو مجمج، أو بذكل لقاحات 

DNA  :بالاعتساد عمى مجسػعة مغ جيشات الصفيمي اليامّة مشياPDI-2 (Ali et al., 

 مخعي،) KPM11و ،(8106 )شفيع، SODو ،LACK (Hammoudeh, 2015)و ،(2016
قجرة بعس ىحه المقاحات التجخيبية عمى تػليج استجابة مشاعيّة في  اختبختو (. 8102
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التي رشحت  (PSA)حيػانات التجخبة. عسجنا في دراستشا إلى استيجاؼ إحجػ جيشات عائمة 
إلى  (PSA)تشتسي بخوتيشات  اعجة.ة بعس أفخادىا لكي تكػن لقاحات و راسات السخجعيّ الجّ 

(، وقج أُثبت وجػدىا في جسيع أنػاع جشذ Glycoproteinعائمة مغ البخوتيشات الدكخيّة )
 ,Handman et al., 1995; Devault and Bañuls)الميذسانيا التي دُرست حتى الآن 

ى الغذاء، ولقج مفخزة ومتثبّتة إل (PSA). تخمّد العائمة الجيشيّة نسصيغ مغ بخوتيشات (2008
 L. infantumوالصفميّة  L. majorعغ الذكل السفخز لجػ نػعي الميذسانيا الكبخػ  كُذف

(Symons et al., 1994; Jiménez‐Ruiz et al., 1998)  يزع جيشػمL. major 28   اجيش 
عمى رساء لإيتع التسييد بيشيسا بػجػد إشارة ا ؛ إذلكلّ مغ الذّكميغ الدّصحي والسُفخز امخمّد  

. (Devault and Bañuls, 2008)في الشياية الكخبػكديميّة لمبخوتيغ  ياأو غياب GPIالغذاء 
في تحجيج فػعتو، وقجرتو  ارئيديِّ  اوالسفخزة لصفيمي الميذسانيا دور  تؤدؼ الجديئات الدّصحيّة 

وقج ، (Holzmuller et al., 2018)عمى العير والتكيّف داخل خلايا السزيف الفقارؼ 
نتائج L. infantum و L. majorت السكػّنات السفخزة لصفيميات الميذسانيا مغ الشػعيغ قحقّ 

. (Tonui et al., 2004; Lemesre et al., 2005)واعجة في مجال استخجاميا كمقاحات 
ة الػاقية مغ اليّ الجور الخئيذ مغ حيث الفع PSAأكجت إحجػ الجراسات أن لمبخوتيغ و 

-Bras) كمقاح L. infantum عسال إجسالي البخوتيشات السفخزة لشػعالإصابة بالصفيمي عشج است

Gonçalves et al., 2014) يذيخ تحميل البشية الأوليّة السخمّدة لبخوتيشات .PSA))  إلى أنّيا
ػسيغ ديّة الغشيّة بالحسس الأميشي المإذ تعج السشصقة السخك ؛تتألف مغ مجالات محجدة

(LRR) Leucine Rich Repeats جال السسيّد ليحه البخوتيشات الس(Devault and Bañuls, 

لجػ مجسػعة مغ أنػاع الميذسانيا  ((PSA دُرست الأىسيّة السشاعيّة لبخوتيشات .(2008
 McMahon-Pratt et al., 1993; Jiménez‐Ruiz et)السدبّبة لمجّاء الحذػؼ والجّاء الجمجؼ 

al., 1998; Kemp et al., 1998) وأوضحت معطع الشتائج أىسيّة الذكل الفخاغي لبخوتيغ ،
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PSA  الصفيمي، وكحلظ أىسيّة الشّطام في تحفيد الاستجابة السشاعيّة السفيجة في القزاء عمى
فقج يذسل إنتاجو مجسػعة مغ  ؛الخمػؼ السدتخجم لإنتاجو بالصػل وبالذكل الرّحيحيغ

عسميّة التعبيخ أو بعجىا، كإضافة الدّلاسل في أثشاء الإضافات والتعجيلات التي يحتاجيا 
 ,.Handman et al., 1995; Chamakh-Ayari et al) ي السشاسبةالدّكخيّة، وعسميات الصّ 

ة واقية مغ شخيقة حجيثة وفعّالة في تػليج استجابة مشاعيّ  DNAتعجّ لقاحات  .(2014
 DNAتستاز لقاحات  كسا مختبصة بجاء الميذسانيات، عجّة شت ذلظ دراساتالإصابة، وقج بيّ 

تتيح التعبيخ بذكل فعّال ومجيج عغ السدتزجات و بثباتيّة عالية، وانخفاض كمفة إنتاجيا، 
. ييجؼ ىحا (Sjölander et al., 1998; Handman, 2001)تبصة بيا بذكميا الرّحيح السخ 

ضج الميذسانيا الجمجيّة، وتتسثّل بحػامل تعبيخ  DNAالبحث لإنتاج السادة الأساس لمقاح 
تحسل الجيغ  pCDNA-sGFPو (+) pCDNA3.1تعسل في حكيكيّات الشّػػ مغ الشسصيغ 

عغ نفديا في  اوىي أكثخ الجيشات تعبيخ   LMJF-31-1450 السفخز (PSA)السخمّدة لبخوتيغ 
( التي تسثّل أحج الأنػاع السدبّبة لمجّاء 8102الصّػر السخسج لجػ الميذسانيا الكبخػ )يػسف، 

، بالإضافة إلى اختبار كفاءة التعبيخ عغ البشية السشتِجة لمبخوتيغ السجمج ةالجمجؼ في سػري
( في خلايا PSA-sGFP) Green Florescent Proteinمع البخوتيغ الستألق الأخزخ 

 مدروعة.

 :مهاد البحث وطرائقه
 :pRSETوتشديلها ضسن الحامل  PSAتزخيم جين 

 L. majorة مغ الميذسانيا الكبخػ مدتخمز مغ سلالة محميّ  DNA( مغ 811ngمغ )ابتُجغ 
في عام  ة بجامعة دمذقسبق عدليا مغ أحج السخضى السخاجعيغ لسذفى الأمخاض الجمجيّ 

. ولقج جخػ تزخيع الجيغ (PCR)، واستشباتيا ومغ ثَّع تشسيصيا بػساشة تفاعل 8100
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LMJF-31-1450  بإجخاء تفاعلPCR  عمى مخحمتيغ الأولى باستخجام أنديعTaq  بػليسيخاز
(thermo والثانية باستخجام أنديع ،)Pfu  عالي الػثػقيّةhigh fidelity (thermo.) 

 ،Applied Biosystem Thermocyclerباستخجام جياز مجور حخارؼ  (PCR)أنُجدت تفاعلات 
 DNAدورة، كل دورة تتزسغ ثلاث مخاحل: فظ تذافع شخيصي  23وفق بخنامج يتألف مغ 

ثا(،  23-°م 41ثا(، وتذافع البادئات مع أشخاؼ الجيغ اليجؼ ) 21-°م 73السددوج )
د( في  1.5-°م 58لاستصالة لتربح )سج إلى زيادة زمغ اد( وقج عُ  0-°م 58والاستصالة )

 8لسجة  °م 73. يدبق الجورة الأولى رفع درجة الحخارة لجرجة Pfuالتفاعل الحؼ يحػؼ أنديع 

° م 58الاستيلالي، ويمي الجورة الأخيخة تثبيت درجة الحخارة عمى  DNAد، بيجؼ فظ تذافع 
 Alpha DNAقبل شخكة دقائق )الاستصالة الشيائيّة(. تعّ اصصشاع السخئدات مغ  5مجة 

 (.XM_001685079.1عمى التدمدل السخجعي لمجيغ ) االكشجيّة اعتساد  
 DNAإلى جانب سمّع  %0.3عمى ىلامة أغاروز تخكيدىا  (PCR)رُحّمَت نتاجات تفاعل 

 TAE (EDTA، Tris-Base، Aceticبػجػد دارئة الخّحلان  ،1Kb (Promega)العيارؼ 

Acidزخسة مغ اليلام باستخجام شقع خاص جاىد للاستعسال (، ثعّ نقيّت الذجفة السThe 

PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen) بعجىا ىُزست كل مغ الجيغ .
(، وأجخؼ Fermentas) EcoRIو BamHIبأنديسي التقييج  pRSETالسزخسة والبلاسسيج 

( بالاعتساد عمى Fermentas) T4 Ligaseتفاعل الخبط عمى نػاتج التيزيع باستعسال أنديع 
 لكل مغ البلاسسيج والجيغ عمى التػالي. 280الشدبة السػليّة 

باستخجام كمػريج الكالديػم، ثعّ حػّرت بالبشية   E. coli (Top10)تسّت تييئة الجخاثيع
بصخيقة الرجمة الحخاريّة. نُسّيت الخلايا الجخثػميّة السحػّرة بشاتج  pRSET-PSAالبلاسسيجيّة 

السزاؼ إليو الراد الحيػؼ الأمبدميغ  (LB-Agar)ى وسط مغ الآغار السغحؼ الخبط عم
(Amp 100 µg\ml بعج ذلظ وبذكل عذػائي ،)عجد مغ السدتعسخات الشّامية والتأكج  انتقي
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باستخجام مخئدات نػعيّة  ((Colony PCRمغ وجػد البلاسسيجات السؤشبة فييا بإجخاء تفاعل 
وبعج تسييد السدتعسخات الإيجابيّة )التي تحػؼ البلاسسيج  ،(PSA F\Rتزخع الجيغ السجخمة )

مغ  افارغ   pRSET(، مغ السدتعسخات الدمبيّة )التي تحػؼ البلاسسيج pRSET-PSA ؤشبالس
الجيغ( تسّت العػدة إلى الإيجابيّة مشيا في الصبق السخجعي ونُسّيت مدتعسختان ضسغ وسط 

مشيا بتفاعل  ؤشبالبلاسسيج الس ثعّ عدل LB+Ampزرع سائل يحػؼ الأمبدميغ 
miniprep))  باستخجام شقع جاىد Miniprep (Fermentas)  وجخػ التأكج مغ وجػد جيغ

PSA))  استخجمت فيو أنديسات التقييج  ىزعضسغ البلاسسيج السدتخمز بإجخاء تفاعل
(BamHI) و(EcoRI،) لامة ومغ ثعّ تخحيل الشػاتج عمى ىلامة أغاروز. كسا تعّ التأكج مغ س

التدمدل الشيكميػتيجؼ لمجيغ، وخُمػّه مغ الصفخات أو روامد التػقف مغ خلال سمدمة البشية 
( في ىيئة الصاقة الحريّة باستخجام مخئدات خاصة نػعيّة تختبط pRSET-PSAالبلاسسيجيّة )

ل في البشظ بالجيغ، ومقارنة نتيجة الدمدمة مع التدمدل الخاص بالميذسانيا الكبخػ والسدجّ 
 .BLAST( باستخجام بخنامج XM_001685079.1لجيشي )ا
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 pRSET-PSA(: رسم تخطيطي للبشية 1الذكل )

 
 في حهامل تعسل ضسن حقيقيّات الشّهى: (PSA)إعادة تشديل جين 

 يدتصيعان غيحالمّ  pCDNA-sGFPو (+) pCDNA3.1ضسغ حاممي  (PSA)نُدمّت جيغ 
في خلايا حكيكيات  sGFP بخوتيغ معبذكل مفخد أو مجمج  ((PSAالتعبيخ عغ بخوتيغ 

، وذلظ مغ pRSET-PSAمغ البلاسسيج السؤشب  ابجء   ((PSAتعّ الحرػل عمى جيغ  الشّػػ.
أجخؼ التفاعل بحجع  ؛ إذEcoRIو BamHIخلال تيزيع ىحا البلاسسيج بأنديسي التقييج 

 (+) pCDNA3.1زع البلاسسيجيغ مغ البلاسسيج، كسا ىُ  3µgوبػجػد  30µlنيائي قجره 
 الأغاروز نُقيتوبعج تخحيل ناتج التيزيع عمى ىلامة  نفديا، بالصخيقة pCDNA-sGFPو

 QIA quick Gelباستخجام شقع جاىد  ((PSAالذجؼ السشاسبة مغ كلا البلاسسيجيغ وجيغ 

Extraction Kit (Qiagen) ثعّ أعيج تخحيل ناتج التشكية لكل مشيا. بعج ذلظ أُجخؼَ تفاعل ،
في تفاعميغ  PSAوجيغ  pCDNA-sGFPو (+) pCDNA3.1البلاسسيجيغ  الخّبط لكل مغ

 لمبلاسسيج والجيغ عمى التػالي. 280ليغاز وندبة الخبط  T4مدتقمّيغ، باستعسال أنديع 
بشػاتج الخبط بصخيقة الرجمة الحخاريّة، ونُسّيّت عمى أوساط  DH5α))حػّرت الخلايا السييّئة 

-pC و ((pC-sGFP-PSAى البلاسسيجيّة السؤشبة ، وتعّ اختبار وجػد البشAmpآغار+

PSA))  بإجخاء تفاعلColony PCR  لثسانية مدتعسخات اختيخت بذكل عذػائي مغ كل نسػ
والتي تدتصيع  SP6/T7(F)بكتيخؼ خاص ببشية بلاسسيجيّة مؤشبة، باستخجام السخئدات 

ظ نُسّيّت في حال وجػدىا ضسغ البشية، بعج ذل ((sGFPمع جيغ  (PSA)تزخيع جيغ 
مدتعسختان إيجابيتا التفاعل أُخحتا مغ الصبق السخجعي الخاص بكل بشية بلاسسيجيّة مؤشبة 

pC-sGFP-PSA)) وpC-PSA)) واستخمرت البلاسسيجات مشيا بتفاعل ،miniprep 
(Qiagen Plasmid mini Kit.) 
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 ى (: رسم تخطيطي للبشى البلاسسيديّة التي تعسل في حقيقيات الشّه 2الذكل )

A. البشية pC-sGFP و تتألف مغ البلاسسيج pCDNA3.1 (+)  وجيغL. major PSA .B. 
و  sGFPو الجيشتان  (+) pCDNA3.1وتتألف مغ البلاسسيج  pC-sGFP-PSAالبشية 

L. major PSA ( بحيث تتػضعان في إشار القخاء ذاتوin-frame.) 
ؼ تفاعل تيزيع باستخجام لمتأكج مغ وجػد الجيغ ضسغ البلاسسيجات السدتخمرة، أُجخ 

بالإضافة إلى  (PSA)بيسا جيغ  اليزعويذسل  ((EcoRIو ((HindIIIأنديسي التقييج 
، ولقج تسّت التفاعلات بسخافقة pC-sGFP-PSAفي البشية البلاسسيجيّة  ((sGFPجيغ

لمتسييد فيسا بيشيا وبيغ  pC-sGFPأو  (+) pCDNA3.1البلاسسيجات الأصل كذػاىج 
 السؤشبة.البلاسسيجات 
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 وسلدلتها PSA(: السرئدّات السدتخدمة في تشديل جين 1الجدول )

 
 التعبير البروتيشي في حقيقيات الشهى والتبريم السشاعي:

خمية في البئخ  10³×100في صفيحة زراعة خمػيّة، بتخكيد HEK-293Tالخلايا  زُرعت
% مغ 01سدوّد بػ ال RPMI 1640 (Sigma, Germany)مغ وسط الدراعة  µl 500ضسغ 

% بشدميغ 1.0% غمػتاميغ، و0، و(Cytogen, Germany) (FBS)مرل جشيغ البقخ
مع  pC-sGFP-PSAمغ البشية البلاسسيجيّة  µg 1ساعة. مُدجَ  26/ستخبتػمايديغ، مجة 

 Polyethylenimine (Roche, Germany) (PEI/ 1X)التحػيخ مغ عامل  µl 3حجع 
خت عيّشة  (RPMI)الدراعة مغ وسط  µl 50ضسغ  3:1شدبة ب خالي السرل، كسا حُزِّ

بػصفيا واستُخجِمَت  (pC-sGFP)إضافيّة باتباع الصخيقة الدابقة تحتػؼ عمى البلاسسيج 
. حُفع السديج نرف ساعة بجرجة حخارة السخبخ، ثعّ أُضيف لمتحػيخ والتعبيخ والكذف اشاىج  
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ساعة،  58ف. حُزشت الرفيحة مجة إلى الخلايا بذكل قصخات، مع مخاعاة رج الرفيحة بمص
ىحه السجّة قُيِّع التعبيخ في أثشاء %. 3بتخكيد  CO2، بػجػد °م 25في حاضشة درجة حخارتيا 

في شاؼ  ((PSA-sGFPعغ البخوتيغ السجمج  كُذفالبخوتيشي بػساشة مجيخ الفمػرة، ثعّ 
العسػدؼ عمى ىلامة  فُرمت البخوتيشات بالخحلان الكيخبائي؛ إذ الخلايا بالتبريع السشاعي

الفخاغات  ء، ثعّ نُقمت إلى غذاء نتخوسيممػز الحؼ تعّ مل((SDS-PAGE عجيج الأكخيلاميج
)حميب خالي  Blocking solutionالذاغخة فيو بحفطو ليمة كاممة ضسغ محمػل الإقفال 

(. بعج ذلظ جخػ معالجة الغذاء بالأضجاد الأوليّة PBS 1X ،Tween 0.05%%، 2الجسع 
Rabbit anti-GFP 1/2500،  والأضجاد الثانػيّةGoat-anti-Rabbit –AP 1/2000،   اوأخيخ 

 .% NBT 1% ،BCIP 0.5الشتيجة باستخجام الخكيدة  أُضيخت
 :الشتائج

 :(PSA)تزخيم جين 
لتزخيع  اقالب  بػصفو  (811ng) االسدتفخد سابق   L. majorاستخجم جيشػم شفيمي الميذسانيا 

بصػليا الكامل  (LMJF_31_1450)السفخزة  ((PSA اتدة لبخوتيشإحجػ الجيشات السخمّ 
، وصسسّت ىحه (PSA) (F\R)باستخجام زوج مغ السخئدات الشّػعيّة أماميّة وعكديّة 

(، بعج XM_001685079.1عمى التدمدل الشيكميػتيجؼ السخجعي لمجيغ ) االسخئدات اعتساد  
يل إلى كل مخئدة، والتأكج مغ خمػ الجيغ إضافة تدمدل أنديسات التقييج السدتخجمة في التشد

مغ السػاقع الشّػعيّة لميزع بيا. تسّت ضبط الذخوط اللازمة لمتزخيع والتأكج مغ شػل الجيغ 
، ثعّ أجخؼ التفاعل ((Taq Polymeraseبػجػد أنديع  الأوّل ((PCRتفاعل  بػاسصةالرحيح 

وأعصى ناتج التفاعل بكل مشيسا  ،عالي الػثػقيّة (Pfu Polymerase)باستخجام أنديع الثاني 
كامل كسيّة ناتج تفاعل رُحّل وىػ الصػل الستػقع لمجيغ. ولقج  900bpشجفة بصػل تقخيبي 

PCR  جيغ  نقّي%، و 0.3عمى ىلامة أغاروزPSA .مغ اليلام 
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 PSAتزخيم جين  (:3الذكل )

A ناتج تزخيع جيغ 8، 0. السدار  :PSA))  بأنديعTaq Polymerase ،B2، 8، 0لسدار . ا :
: تخحيل كامل كسيّة 8، 0. السدار Pfu Polymerase ،Cبأنديع  ((PSAناتج تزخيع جيغ 

 .1Kb السعيارؼ  DNAواسع  تجارب الخحلان الأفقيفي ستخجم المتشكية مغ اليلام. ا االجيغ تسييج  
 :pRSETفي الحامل  PSAتشديل جين 

مغ الجيغ والبلاسسيج  لكلّ  ىزع علابذكل نقي، أُجخؼَ تفا ((PSAبعج الحرػل عمى جيغ 
pRSET باستخجام أنديسي التقييج ،(BamHI) و(EcoRI) ّالذجؼ السصمػبة. نقّيت ، ثع

في شكل البلاسسيج، وصحّة  االقصع والتشكية اختلاف   يوأضيخ ناتج رحلان العيّشات بعج عسميّت
 .اتقخيب   900bpبالإضافة إلى صحّة شػل الجيغ  ،2900bpذكمو الخصي بحجود ب وشػل
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 pRSET، والبلاسسيد PSA))(: هزم جين 4الذكل )

A. البلاسسيج  :0 السدارpRSET البلاسسيج  :8 قبل اليزع، السدارpRSET  بعج اليزع
 pRSETالبلاسسيج  :8 بعج اليزع السددوج، السدار ((PSAجيغ  :0 السدار .B ،السددوج

 .بعج اليزع السددوج
بشاتج ربط الجيغ إلى البلاسسيج، وجخػ التأكج مغ  Top10ييّئة ا السيبعج ذلظ حُػّرت البكتخ 

في عجد مغ السدتعسخات الشامية بإجخاء  pRSET-PSAوجػد البشية البلاسسيجيّة السؤشبة 
يتزسغ وجػد مخئدات نػعيّة لمجيغ وبيّغ الخحلان الكيخبائي لشاتج تفاعل  (PCR)تفاعل 

استخمز البلاسسيج . اتقخيب   PSA 900bpغ السدتعسخات الإيجابيّة ضيػر عرابة بصػل جي
إجخاء تفاعل بج مغ احتػائو عمى الجيغ التأكّ  جخػ ، و مغ مدتعسختيغ إيجابيتي التفاعل ؤشبالس

 .(EcoRI)و ((BamHIباستخجام أنديسي التقييج  ىزع
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 pRSET-PSAالتحقق من البشية البلاسسيديّة السؤشبة  (:5الذكل )

A.  ناتج تفاعلColony (PCR) .الشاتج إيجابي )عرابة بصػل  :4، 2، 2، 8، 0 السدار
900bp   تحتػؼ عمى البشية  وبالتّالي السدتعسخات ،(اتقخيبpRSET-PSA .الشاتج سمبي  :3 السدار

-pRSETناتج ىزع البشية البلاسسيجيّة  .B ،الفارغ pRSETوالسدتعسخة تحتػؼ عمى البلاسسيج 

PSA. ناتج اليزع بأنديسي التقييج  :2، 8 السداراليزع،  البشية السؤشبة قبل :2، 0 السدار
BamHI وEcoRI انعرابت وضيػر ( 900تسثلان الجيغbp( والبلاسسيج )2900bp.) 

 NCBI ل في البشظ الجيشي،مع التدمدل السدجّ  PSAأكجّت نتيجة الدمدة تساثل جيغ 

Reference Sequence XM_001685079.1قف مبكخة روامد تػ غياب بيّشت الشتائج  ؛ إذ
 ووتشديم ا يجل عمى نجاح تزخيع الجيغمضسغ التدمدل، إضافة لخمػِّه مغ أؼ شفخات، 

 بالذكل الرحيح.
 في حهامل تعسل في حقيقيات الشهى: )PSA)تشديل جين 

البلاسسيجيّة  والبشية (+) pCDNA3.1و pC-sGFPأُجخؼ تفاعل اليزع لكل مغ البلاسسيجيغ 
مَت بعج ذلظ نػاتج . رُحّ EcoRIو BamHIنديسي التقييج باستخجام أ pRSET-PSAالسؤشبة 
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ثعّ رُحّمت مغ ججيج لمتأكج مغ سلامة التشكية  ،ونقّيت الذجؼ السصمػبة مغ اليلام ،التفاعلات
 وتقجيخ التخكيد لكل مشيا.

 

 
 والبلاسسيدات التي تعسل في حقيقيّات الشّهى  pRSET -PSAهزم البشية السؤشبة : (6الذكل )

A.  السؤشبة  البشية: 0السدارpRSET-PSA  ،ناتج اليزع  :2، 8 السداردون ىزع
دون ىزع،  (+) pCDNA3.1: البلاسسيج 0السدار  .pRSET-PSA ،Bالسددوج لمبشية 

ناتج اليزع السددوج لمبلاسسيج  :2، 2 السداردون ىزع،  pC-sGFPالبلاسسيج  :8 السدار
pCDNA3.1 (+) ،السددوج لمبلاسسيج  ناتج اليزع :4، 3 السدارpC-sGFP، C.  ناتج

: البلاسسيج 8، السدار PSA: جيغ 0السدار  .تشكية الذجؼ السصمػبة مغ كل بلاسسيج
بعج اليزع  (+) pCDNA3.1: البلاسسيج 2قبل اليزع، السدار  pRSET-PSAالسؤشب 

-pCالبلاسسيج  :3قبل اليزع. السدار  (+) pCDNA3.1: البلاسسيج 2والتشكية، السدار 

sGFP  البلاسسيج  :4بعج اليزع والتشكية، السدارpC-sGFP .قبل اليزع 
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وجػد البشى  واختبخ بلاسسيج، كل إلى الجيغ ربط اتجيبش (DH5α) البكتيخيّةالخلايا  حػّرت
تفاعل  بإجخاءالسدتعسخات الشامية  في pC-PSAو pC-sGFP-PSAالبلاسسيجية السؤشبة 

(PCR) أضيخت نتيجة الخحلان لمسدتعسخات الإيجابيّة  ؛ت نػعيّةباستخجام مخئدّا مشيا لعجد
البشية  أما ،((PSAوىػ شػل جيغ  اتقخيب   900bpبصػل  عرابة pC-PSAتحػؼ البشية  التي

pC-sGFP-PSA  1600عرابة بصػل  لتفاعمياالشاتج الإيجابي  أعصىفقجbp  وىػ شػل
 .امع   ((sGFPو ((PSAجيغ 

 

 
 

  pC-sGFP-PSAواختبار وجهد البشى السؤشبة  Colony PCRتفاعل  (:7الذكل )
 ضسن السدتعسرات pC-PSAو

إيجابي )عرابة  ((PCR: ناتج تفاعل 6، 4، 3، 2، 8 سدار. الpC-PSAاختبار البشية 
، pC-PSAوبالتّالي السدتعسخات تحتػؼ عمى البلاسسيج السؤشب  ،(اتقخيب   900bpبصػل 
والسدتعسخات تحتػؼ بلاسسيج فارغ. اختبار سمبي  ((PCRناتج تفاعل : 5، 2، 0 السدار
: ناتج التفاعل إيجابي )عرابة بصػل 03، 08، 00، 01 السدار. pC-sGFP-PSAالبشية 
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1600bp   وبالتاّلي السدتعسخات تحتػؼ عمى البلاسسيج السؤشب  ،(اتقخيبpC-sGFP-PSA ،السدار 
 فارغ. التفاعل سمبي والسدتعسخات تحتػؼ عمى بلاسسيج: 04، 02، 02، 7

التأكج  وجخػ )مدتعسختان لكل بشية مؤشبة(، عدلت البلاسسيجات السؤشبة مغ السدتعسخات الإيجابيّة 
 ((HindIIIالتقييج ضسشيا بإجخاء تفاعل ىزع باستعسال أنديسي  ((PSAجيغ  صحة تشديلمغ 

 .pC-sGFPأو  (+) pCDNA3.1ومقارنة الشتيجة مع البلاسسيجات الأصل  .((EcoRIو

 
 pC-PSAو pC-sGFP-PSAاستخلاص وهزم البشى البلاسسيديّة السؤشبة  (:8) الذكل

Aؤشب: البلاسسيج الس8، 0 سدارال .. ناتج استخلاص البشى البلاسسيجية pC-PSA ،السدار 
 :0 السدار .pC-PSAىزع البشية  .pC-sGFP-PSA، B ؤشبالسالبلاسسيج  :2، 2

ناتج اليزع السددوج لمبلاسسيج  :8 لسداراغيخ مقصػع،  (+) pCDNA3.1البلاسسيج الذاىج 
ناتج : 4، 2 السدارغيخ مقصػع،  pC-PSA ؤشبالسالبلاسسيج : 3، 2 السدار ،الذاىج

بصػل  PSA))ونلاحع ضيػر عرابة تجل عمى جيغ  pC-PSAاليزع السددوج لمبلاسسيج 
900bp ، 5600وأخخػ تجل عمى البلاسسيج السقصػعbp   اتقخيب، C. ىزع البشيةpC-sGFP-

PSA. البلاسسيج الذاىج  :0 السدارpC-sGFP  ،ناتج اليزع  :8 السدارغيخ مقصػع
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 ،sGFPتجل عمى جيغ  700bp تقخيبي السددوج لمبلاسسيج الذاىج ونلاحع عرابة بصػل
ناتج : 4، 2 السدارغيخ مقصػع،  pC-sGFP-PSA ؤشبالسالبلاسسيج : 3، 2 السدار

ونلاحع ضيػر عرابة تجل عمى الجيشتيغ  pC-sGFP-PSAاليزع السددوج لمبلاسسيج 
(PSA+sGFP)   1600 تقخيبي بصػل امعbp  وعرابة أخخػ تجل عمى البلاسسيج السقصػع

5500bp   اتقخيب. 
 :التعبير في حقيقيات الشهى 

والتأكج مغ وجػد جيغ  pC–PSAو pC-sGFP-PSAبعج التحقق مغ البشيتيغ البلاسسيجيّتيغ 
(PSA) الخلايا   زرعت أنديسات التقييج السشاسبة، فييسا مغ خلال اليزع بHEK-293T 

 في أثشاء اليكػن الأخيخ شاىج   pC-sGFPو pC-sGFP-PSAبالبشيتيغ البلاسسيجيّتيغ  حػّرتو 
بػساشة مجيخ  PSA-sGFPعسمية التعبيخ والتبريع، وقج جخػ تقييع إنتاج البخوتيغ السجمج 

ذلظ كفاءة الخلايا  في أثشاءحػيخ، وتبيّغ ساعة مغ بجء الت 58، 26، 82، 08الفمػرة خلال 
HEK-293T  63التأكج مغ الػزن الجديئي لمبخوتيغ السجمج  جخػ في التعبيخ، كساkDa  مغ

أثبتت الشتيجة أنّ التعبيخ عغ بخوتيغ  إذ ؛anti-GFPخلال التبريع السشاعي مع أضجاد 
PSA-sGFP  ضسغ الخلاياHEK-293T   اكان صحيح. 
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 ريم السشاعي لشاتج التعبير البروتيشي في حقيقيّات الشّهى (: التب9الذكل )

، وتطيخ عرابة البخوتيغ pC-sGFPناتج التعبيخ البخوتيشي لمبلاسسيج الذاىج  :8، 0 السدار
sGFP  35عشج الػزن الجديئيKD   ناتج التعبيخ البخوتيشي لمبلاسسيج : 2، 2 السدار. اتقخيب

عشج الػزن الجديئي  PSA-sGFPوتيغ السجمج وتطيخ عرابة البخ  pC-sGFP-PSA ؤشبالس
63KD تعّ التبريع السشاعي باستخجام أضجاد مػجية ضج بخوتيغ .sGFP الػاسع السعيارؼ ،

 .KDدالتػن  لمبخوتيشات يحجد الأوزان الجديئية بالكيمػ

 :السشاقذة
لفيخوسات الصفيميات والجخاثيع واتػصف السكػّنات السفخزة مغ قبل الكائشات الحيّة الجقيقة 

بذكل عام، بأنّيا العػامل الأولى التي تتآثخ مع السزيف، وتكػن قادرة عمى إنذاء تآثخات 
ولقج استصاعت السكػّنات السفخزة لصفيمي  ،(Holzmuller et al., 2018) وارتباشات مع بيئتو

L. major وL. infantum تحقيق نتائج واعجة في مجال إنتاج لقاحات ضج داء ،
مغ تػليج حساية لجػ  L. infantum لميذسانيا البخوتيشات السفخزة اتسكشت حجيث  إذ  ؛الميذسانيات

اتجاه الإصابة التجخيبيّة والصبيعيّة بالجّاء  Th1 الكلاب تتػسصيا استجابة مشاعيّة مغ الشسط
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بػصفو  MDP (muramyl dipeptide) بسذاركة القاح  بػصفيا الحذػؼ عشج استخجاميا 
 ضج الجاء الحذػؼ لمكلاب في أوربا القاح  بػصفيا  شّحت وسػّقترُ ، وبحلظ امداعج  

(Lemesre et al., 2005; Oliva et al., 2014)  إلى الجديئات  ا. في حيغ تعّ الإشارة سابق
استصاعت حساية الفئخان  ؛ إذبأنّيا ذات استسشاعيّة عالية L. majorالسفخزة مغ الميذسانيا 

ومغ . (Tonui et al., 2004) الجمجؼ دون الحاجة إلى مداعج تجاه الإصابة التجخيبية بالجّاء
بذكمو السشحل بأنّو السكػّن الفعّال مغ إجسالي  ((PSAالسثيخ للاىتسام تحجيج بخوتيغ 

ولقج حخّض بجوره مشاعة واقية لجػ الكلاب عشج  L. infantum البخوتيشات السفخزة لميذسانيا
يشتسي . (Bras-Gonçalves et al., 2014) لحذػيّةضج الميذسانيا ا القاح  بػصفو استخجامو 

وجػده لجػ أثبت إلى عائمة مسيّدة مغ البخوتيشات السختبصة بالغذاء والسفخزة  ((PSAبخوتيغ 
كذف عغ الذكل السفخز مشو لجػ نػعي الميذسانيا كسا  يا،جسيع أنػاع الميذسانيا السجروسة

L. infantum وL. major (Devault and Bañuls, 2008) . أتاحت سمدمة جيشػم بعس
شبؤ بػضائفو، كسا ارتبصت والت ((PSAأنػاع شفيميات الميذسانيا مغ رسع البشية الجقيقة لبخوتيغ 

دورة حياتو في أثشاء مع بعس الرفات اليامّة التي يتستع بيا الصفيمي  (PSA)بخوتيشات 
 ويتجمّى ذلظ بقجرتو عمى الإخساج ومقاومة حل الصفيمي بػساشة بخوتيشات الستسّسة

(Kedzierski et al., 2004; Lincoln et al., 2004) ، ولقج جحب بخوتيغPSA)) نيا لميذسا
L. major  ضج الجّاء الجمجؼ لجػ  القاح  بػصفو بذكل خاص اىتسام الباحثيغ لتخشيحو

تحفيده لخلايا مشاعيّة ذاكخة  (native PSAفقج أثبت البخوتيغ السعدول مغ الصفيمي ) ؛البذخ
في الأشخاص السُسَشعيغ بالميذسانيا الجمجية، كحلظ أثبت قجرتو عمى تػليج  Th1مغ الشسط 
 Khabiri) القاح  بػصفو في الفئخان عشج استخجامو  L. majorالإصابة بالميذسانيا حساية ضج 

et al., 2004)، بخوتيغ  الأبحاث  أىسيّة اختيار نطام إنتاج كجتوأL. major PSA،  فأشارت
فمقج تسكّغ  .إلى إمكانيّة تأثيخ عسميّات الصيّ، كحلظ تعجيلات ما بعج التخجسة عمى استسشاعيّتو
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السعدول مغ الصفيمي، كحلظ السشتج ضسغ الميذسانيا السكديكيّة أو السشتج ( (PSAبخوتيغ 
مغ تحقيق مشاعة واقية ضج الإصابة بالميذسانيا الكبخػ لجػ الفئخان، في  ،DNAبذكل لقاح 

 ,.Handman et al)حيغ لع يدتصع البخوتيغ السؤشب السشتج في البكتخيا مغ تحقيق ذلظ 

1995; Sjölander et al., 1998).   لشتائج الجراسات السخجعية تأتي أىسيّة ىحا البحث  اووفق
لبخوتيشات  مغ إحجػ الجيشات السخمدة ابجء   DNAفي نجاحو بإنتاج السادة الأساس لمقاح 

(PSA)  ،مسّا يزسغ التعبيخ بذكل فعّال ومجيج عغ ىحا البخوتيغ بذكمو السصػؼ السفخزة
وبحلظ  .(sGFP) مع البخوتيغ الستألق الأخزخ امجمج   ، أواضسغ الخلايا إمّا مفخد   الرّحيح

التي قج تخافق إنتاج بخوتيغ بذكمو السؤشب مغ  السذكلات جسيعيا يسكغ التغمب عمى
 Sahdev et al., 2008; Demain and) انحلالية وقجرة الصي بالذكل الرحيح وغيخىا

Vaishnav, 2009).  وتعج فكخة الجمج معsGFP غ السيدات التي يقجميا واعجة للاستفادة م
لمبخوتيغ السجمج معو مغ مداعجة في الصيّ، وزيادة الثباتية، وسيػلة الكذف  sGFPبخوتيغ 

وزيادة في الاستسشاعية عغ شخيق زيادة الػزن الجديئي لمبخوتيغ ، عغ التعبيخ البخوتيشي
السؤشبة، . وأكجت الشتائج صحة البشى البلاسسيجيّة (Waldo et al., 1999) وتكبيخ حجسو

عمى  pC-sGFP-PSAوالتدمدل الشيكميػتيجؼ لمجيغ ضسشيا، كسا أكجت قجرة البشية السجمجة 
بحلظ تكػن ، و الجديئي الرحيحالتعبيخ ضسغ الخلايا حكيكيّة الشػػ وإنتاج البخوتيغ بالػزن 

تيا عمى إذ يسكغ اختبار استسشاعيتيا وقجر  ؛in vivo البشى البلاسسيجيّة السُشتَجة قابمة لمتصبيق
وىسا  ،إحجاث استجابة مشاعية واقية مغ الإصابة التجخيبيّة بالميذسانيا الكبخػ والسجاريّة

لقاحات تجخيبية بػصفيا ، وذلظ عشج استعساليا ةالشػعان السدببان لميذسانيا الجمجيّة في سػري
 في نساذج حيػانية.
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