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بروتين المدمجة مع  السداريّةأضداد نانهية مهجهة لميذسانيا  إنتاج
 الأخزر واختبار حداسيتهاالستألق 
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 السمخص

السذتقة مؽ أضداد الدمدمة الثقيمة لعائمة الإبميات واحدة مؽ أىؼ تعد الأضداد الشانؾية 
إمكانية فزلًا عؽ بشيؾية خاصة،  وذلػ نتيجة لسا تتستع بو مؽ ميزات ،الأضداد السؤشبة

 الأخزرالستألق بروتيؽ الدمج الأضداد مع  ويتيحلسا  انغرا و  .مختمفة تشديميا بييئات وأشكال
ىدف بحثشا إلى دمج الأضداد ، ةة أو علًجي  لاستخداميا في تظبيقات تذخيري   بل  س   مؽ

 الستألق الأخزر بروتيؽالب سؾريةالسشتذر في  السداري ة لظفيمي الميذسانيا ةالشانؾية السؾجي
جيؽ  تشديل جرى . السيزات التي يزفييا ىذا الدمجوأمثمة شروط التعبير عشو ودراسة 

اختبار شروط مختمفة  وعشد ،PMES4-GFPيا ضسؽ بلًسسيد ة لمذسانالأضداد الشانؾي
درجة أن كسا تبيؽ  ،تبيؽ تراكسيا في الأجدام الزسشيةعؽ الأضداد الشانؾية السدمجة  لمتعبير
كان مؽ و  .ىي الذروط السثمى لمتعبير IPTGمؽ  ميمي مؾل 5.5تركيز والمئؾية  22 الحرارة
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ة الأضداد الشانؾية السدمجة وقدرتيا عمى التعرف عمى تراكيز مشخفزة اللًفت ارتفاع حداسي  
نانؾ غرام بالسيمي مقارنة مع الأضداد الشانؾية غير  35 لترل مؽ مدتزدات الميذسانيا 

أو  GFPمع  اسؾاء كان مدمجا  افرقا  لؼ يبدالذي  NbLTC24الشانؾي  باستثشاء الزد  السدمجة 
 غير مدمج.

 
 السداري ة.الأخزر، الميذسانيا  ستألقبروتيؽ الالالأضداد الشانؾية،  الكمسات السفتاحية:
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with GFP protein and assessment their sensitivity 

 

 
E. Abu Alshamat

*
 Dr. M. Kweider

*
 Dr. A. Q.Abbady

**
 

 
Abstract 

Nanobodies derived from the heavy chain antibodies of the family of 

camelidea are one of the most important recombinant antibodies due to their 

special structural properties, as well as the possibility of cloning them into 

different features and forms. Since fusing antibodies with green fluorescent 

protein GFP is a way to be used in diagnostic or therapeutic applications, this 

work aimed to fuse anti L. tropica nanobodies which diffuse in Syria with 

GFP protein, optimize expression conditions, and study the advantages of 

this fusion. The gen of anti L. tropica nanobodies were cloned within 

PMES4-GFP, and when testing different conditions for the expression of the 

fusing nanobodies, their accumulation was shown in inclusion bodies, 

temperature 22 ° C and 0.5 mM concentration of IPTG were the optimal 

conditions for expression. Significantly, the sensitivity of the conjugated 

nanobodies and their ability to identify low concentrations of leishmaniasis 

antigens 30 ng/ml compared with non- conjugated nanobodies except for 

NbLTC24 showed no difference whether they were fused with GFP or not. 
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 السقدمة:
لدييا القدرة وعيفية تفتقر لمدلًسل الخفيفة  أضداد   Camelideaفي عائمة الإبميات  اكت ذِف

 دون الحاجة لؾجؾد مجاليؽ كسا ىؾ الحال في الزد   ربط السدتزد بؾساطة مجال واحدعمى 
. ولقد تسكؽ الباحثؾن باستخدام طرائق البيؾلؾجيا الجزيئية واليشدسة الؾراثية مؽ [1] التقميدي

 variable domain of وإنتاجيا عزل السشظقة الستغيرة مؽ الدمدمة الثقيمة ليذه الأضداد

heavy chain antibodies (VHH)  بالزد الشانؾي  االتي تدعى اخترارا تمػ nanobody 

(Nb) [2]. انحلًلية وثباتية بو  بشيتيا البروتيشية السدتقرةبحجسيا و رغر الأضداد الشانؾية ب تستاز
ما يسكشيا  ،عمى التظؾي والشفاذ الجيد في أندجة الكائؽ الحي   تياقدر إلى  بالإضافة حرارية عالية،

يجعل  الأمر الذي، [4، 3] ليياإسدتزدات يرعب عمى الأضداد العادية الؾصؾل ل ؾصؾلال مؽ
علًوة عمى  .[7-5] ىذه الأضداد الشانؾية مثالية لدراسات التقانة الحيؾية والتظبيقات الظبية

يسكؽ دمج جيشات ضديؽ نانؾيؽ أو ثلًثة  ؛ إذإمكانية تشديل ىذه الأضداد بأشكال وىيئات مختمفة
يدسح بزيادة الألفة  ما نفدو، تكرارات لمسدتزد أضداد نانؾية تتعرف عمى مدتزدات مختمفة أو

بلًا دمجيا مع بروتيشات أخرى أو لبيدات  كسا يتيح، [11-8] الؾعيفية ستخداميا في تظبيقات لا س 
 مشاسبةا  ةا تألقم امدابرا  تألقببروتيؽ م الزد الشانؾي  دمجيذكل  ؛ إذ[12] و تذخيريةأعلًجية 

  .[14، 13] ياوتتبع لكذف العديد مؽ السدتزدات السسرضة داخل الخلًيا
 ؛ إذ يتؼ  ةة والعلًجي  ة طريقة ناجعة في الدراسات التذخيري  تألقضداد بسادة موسؼ الأيعد 
 الأخزر ستألقروتيؽ الدمج بيؽ جيؽ الزد وجيؽ بالب حيؾية  أو كيسيائيةإما بظريقة  الؾسؼ

green fluorescent protein GFP . صعؾبة التحكؼ بعدد الكيسيائي في ؾسؼ تتسثل مذكمة الو
 paratopeدتزد الجزء الرابط لمسيا مع لى احتسالية ارتباطإبالإضافة  ،ةتألقالروابط الس

ضداد الأ إنتاج يسثل مؽ جية أخرى . [15] كميجزئي أو  ذكل  بح الزد غير فعال بيرف
 انغرا وذلػ  اكبيرا  اتحديا  E.coli ال بكتيريافي  ((GFPستألقبروتيؽ الالمع  جةسدمالسؤشبة ال
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لاحتؾاء  فشتيجة الأخزر، ستألقبروتيؽ الالمؽ الزد و  لاحتياجات التظؾي السختمفة لكل   
الديتؾبلًسسا تؤمشيا بيئةا مؤكددةا تظمب ي فإن التظؾي الرحيح لياكبريتية  االأضداد روابظا 

العرارة  تظؾيو ضسؽ جري في الأخزر تألقالبروتيؽ السأما  periplasmالسحيظية 
مؤشبة  أضداد إنتاجعؽ السقدمة دراسات ال قمة يفدر  ماوىذا  .cytosol [16] الديتؾبلًسسية

-17] الة قميلًا الفع   تألقةالس مردود الأضداد كؾن ي ؛ إذالبكتيريا ضسؽ GFP) ) لا دمجة معم
الزد بذكل صحيح في بيئة فييا يتظؾى  التي بعض الحالات الاستثشائية ، إلا في[19

 بسكان لذلػ يعد مؽ السيؼ .[21، 25] كبريتيةجدؾر ل يدون تذك الديتؾبلًسسا السرجعة
 نتاجلإ (isopropyl β-D-thiogalactoside IPTG وتركيز مؽ حرارةتحديد الذروط السثمى )

 دمجدر الإشارة إلى أن كسا تج .[23، 22] بذكل فعال (GFP) الـ مدمجة مع أضداد
ككياس  تمؽ التقانا عدد ضسؽ باستخداميايدسح  الأخزر ستألقبروتيؽ الالمع  الأضداد

كسا  ،fluorescent immunoassay [17] السشاعي تألقوال Flow cytometryالتدفق الخمؾي 
سجير ب أثشاء الكذففي عمى الخلًيا الحية  phototoxic زؾئيةالدسية التستاز بانعدام 

 Fluorescein isothiocyanate كة صغيرة متألقالؾسؼ بجزيئات  العكس مؽعمى  الفمؾرة

FITC ، تذكيل الأخزر ل ستألقؽ البروتيالالانبعاثات الرادرة عؽ  يسكؽ استغلًلو ىذا
تتبع بعض  سدتزدات الدظحية لمخلًيا أوالا استيداف مؽ خلًلي يتؼ ةعلًممدابر 

ىذه الأضداد السدمجة  استغلًل ندتظيعلسا سبق  ةضافإ. [14، 13] السسرضةالسدتزدات 
 fluorescence-linked immunosorbent ةتألقالسقايدة السشاعية السفي تقانة ىامة وىي 

assay (FLISA)  الزد الثانؾي التفاعل الأنزيسي المؾني )التي تستاز بالاستغشاء عؽ
ل تر حداسية عالية امتلًكيا فزلًا عؽالسال، و مؽ الؾقت والجيد كثيراا يؾفر  ما، ركيزة(وال

 .    [26-24] التقميديةدة السشاعية الأنزيسية السقايحداسية  فأضعا 15-8إلى نحؾ 
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مؽ الأضداد الشانؾية الشؾعية تجاه عؾامل مسرضة مختمفة كالبكتيريا عمى الرغؼ مؽ إنتاج عدد  
الدراسات التي تشاولت دمج  فإن   ،[32-35] الظفيمياتو  [29، 28]والفيروسات  [27، 8]

لأىسية الكبيرة التي تستمكيا ىذه ل انغرا و الأخزر قميمة.  ستألقبروتيؽ الالمع  الأضداد الشانؾية
 مؽ الأمراض عددفي كذف الخرائص  ىذه كان مؽ السيؼ استغلًلالسدمجة الأضداد 

 تمؽ أىؼ مذكلًالذي يعد داء الميذسانيات  يتردرىاو  وتذخيريا، السشتذرة في مشظقتشا
 ،ل الجمديالذك :وىي ،ثلًثة أشكال سريرية ذا الداءف لييعر و  ،سؾريةالرحة العامة في 

في  االأكثر انتذارا الذكل الجمدي  ويعد   .بالإضافة لمذكل الحذؾي  ،ي السخاطيالذكل الجمدو 
استخدام  د  ويع  .السداري ةالميذسانيا  طفيمي في الأونة الأخيرة بذكل  رئيس دببويو  ،سؾرية

داء مؽ أنجع الظرق السدتعسمة لكذف  وتشقيتيا عزل مدتزدات الميذسانيافي الأضداد 
رت  وتذخيرو وكذلػ علًجو؛ الميذسانيات مدتزدات الميذسانيا  صلتذخي آلية احديثا  إذ طؾ 

معتسدة عمى الأضداد  سقايدة السشاعية الإنزيسيةالباستخدام تقانة  وكذفيا ة في البؾلالحذؾي
في عسل سابق . [35] بيكؾغرام بالسيمي 45-15الشانؾية بحداسية كذف عالية وصمت 

أكثر مؽ  لدييا القدرة عمى التعرف عمى السداري ةظفيمي الميذسانيا لة أضداد نانؾيأنتجت 
بالإضافة إلى  ،كلً طؾري الظفيمي )أمامي وداخمي الدؾط( كسا يسكشيا كذف ،مدتزد
يزفييا لمخرائص اليامة التي  اغرا ون عمى تثبيط الإخساج في الزجاج )قيد الشذر(.قدرتيا 

 ةالأخزر، ىدف بحثشا إلى دمج الأضداد الشانؾية السؾجي ستألقبروتيؽ الالدمج الأضداد ب
زيادة حداسية إمكانية ودراسة  ،وأمثمة شروط التعبير عشو ،ستألقبروتيؽ الاللظفيمي الميذسانيا ب

  غير السدمجة.الشانؾية مقارنة مع الأضداد  عؽ مدتزدات الميذسانيا بيذه الأضداد الكذف
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 السهاد والطرائق:
 : PMES4-Nb-GFPبشاء البلاسسيد

خ    البلًسسيدمؽ  (NbLt05, 06, 14, 24 and 36) السداري ةالأضداد الشانؾية لمذسانيا  جيشةست ض 

PMES4-Nb التفاعل الدمدمي لمبمؾليسراز بتقانة PCR  مرئدتيؽ نؾعيتيؽباستخدام: 
 pMES4-F (5′-TACCTATTGCCTACGGCAGC-3′) 
 .pMES4-R (5′-CGGACTACGGTTCCACTGTT-3′)و 
ع البلًسسيد م بطثؼ ر  ، PstI / BstEII)) باستخدام أنزيسي التقييد (PCR) ما زؼ ناتجى  

PMES4-GFP  نزيؼ الربط أ بؾاسظة نفدييسا أنزيسي التقييد الدابقيؽبالسيزؾمT4 DNA 

ligase (Invitrogen) وندل في البكتريا E.coli WK6  عمى التركيب  شاحرموبذلػ
بإحدى  مع البلًسسيد الربطصحة تأكد مؽ ال جرى . PMES4-Nb-GFP البلًسسيدي

 :نؾعيتيؽ باستخدام مرئدتيؽ (PCR)بتفاعل  إما :طريقتيؽ
pMES4-F (5′-TACCTATTGCCTACGGCAGC-3′) وGFP R2 seq (5′-

AGCTGCACGCTGCTGCCATCTTC-3′) البلًسسيديؽ عؽ طريق ىزؼ كل مؽ أو 
PMES4-Nb-GFP وPMES4-GFP  التقييدبأنزيسي (PstI / BstEII أو(PstI / ECORI 

  والسقارنة بيشيسا.
وتحديد مكان  NbLTC-GFP ستألقبروتين الالالتعبير عن الأضداد الشانهية السدمجة مع 

  :وجهدها
بروتيؽ الالسختمفة السدمجة مع  الأضداد الشانؾيةمدتعسرتيؽ جرثؾميتيؽ لكل  مؽ  عؽ التعبير جرى 

ميمي ضسؽ 1 بحجؼ عبر استشبات البكتيريابئر  12تحؾي  الأخزر في صفيحة تعبير ستألقال
 ميمي مؾل TB (1.2 %tryptone ،2.4 %yeast extracts، 5.8% glycerol، 17وسط 

KH2PO4، 72 ي مؾلممي K2HPO4). 155% بالإضافة للأمبيديميؽ 1السزود بالغمؾكؾز 
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 إلى حؾالي ODرل كثافتيا الزؾئية تإلى أن مئؾية  37بدرجة حرارة مل، وحزشيا /ميكروغرام
 IPTG (isopropyl β-D-thiogalactosideثؼ تحريض التعبير البروتيشي بإضافة  ،5.6-5.9

from Promega)  مئؾية. لسعرفة السكان  22 في درجة حرارةساعة  16واستسرار الحزؽ لسدة
سا السحيظية بظريقة الردمة سبروتيشات البلً تاستخمرفيو ىذه الأضداد  وجدتالذي 

أما لاستخلًص  .وذلػ بعد ترسيب الخلًيا البكتيرية TESباستخدام بفر  الحمؾلية )الأسسؾزية(
مع  وت حزؽ ،مؾل 8بتركيز البروتيشات السؾجؾدة في الأجدام الزسشية ت عامل الرسابة باليؾريا 

 خذ الظافي لمتشكية.ؤ ومؽ ثؼ ت ثفل وي   ،مئؾية لسدة ساعتيؽ 4 عشد الدرجةالرج 
 :أمثمة شروط التعبير

أحد  اختير بروتيؽ الفمؾرةدمجة مع سالاد الشانؾية الأضد عؽ متعبيرل لتحديد الذروط السثمى
مل عبر استشبات البكتيريا  255ضسؽ إرليشات حجسيا  وع بِر عشو NbLtc36ىذه الأضداد 

 ؽزِ مل، وح  /ميكروغرام 155% بالإضافة للأمبيديميؽ 1السزود بالغمؾكؾز  TBفي وسط 
بظؾل  قراءتيا عشد 5.9-5.6 نحؾالزؾئية إلى  ةكثافال تصمو  إلى أنمئؾية  37درجة الب

-5.1 الأضداد الشانؾية بإضافة جيشاتالتعبير البروتيشي عؽ  ح رِ ض .نانؾمتر 655مؾجة 
تسرار واس IPTG (isopropyl β-D-thiogalactoside from Promega)مؽ ميمي مؾل  5.5

 .(مئؾيةدرجة  28 ،22، 16، 15مختمفة ) حرارة اتساعة في درج 16الحزؽ لسدة 
 :تشقية الأضداد

سزودة بؾاسؼ سداسي اليدتيديؽ اللمذروط السثمى  االتعبير عؽ الأضداد الشانؾية وفقا  جرى 
عبر الأعسدة  بؾساطة الكروماتؾغرافيا الدائمة الدريعةزروري مؽ أجل مراحل التشكية ال

؛ االيؾريا تدريجيا  تحبس  عمى التظؾي الرحيح لمزد  مؽ أجل السحافغةو  السذحؾنة بالشيكل.
كرات الديفاروز السذحؾنة بجزيئات الشيكل )بثلًثي  عمى عسؾد تشكية مؽ ظافيال مررإذ 

 ذلػ وبعد ،لسدة نرف ساعة مع الرج (Qiagen)مل  5سعتو  ((NTA)نتريل حسض الخل 
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 تشظف .(مؾل 5، 2، 4، 6، 8تحؾي تركيز متدرج مؽ اليؾريا ) يةفؾسفات ئةبدار  العسؾد لدِ غ  
 ميمي مؾل imidazole ،25ميمي مؾل  555) الذظف دارئةبتسرير  رتبظةالبروتيشات الس

Tris-base ،355 ميمي مؾلNaCl،) أنابيب التركيز تولتركيز الحلًلة الشاتجة استعسم 
Vivaspin  كيمؾ دالتؾن  10الخاصة بالبروتيشات التي كتمتيا أكبر مؽ(Vivascience)، ؼث 

 ."برادفؾرد"طريقة  حدد تركيز الزد الشقي باستعسال
 :Dotblot الشقطي سشاعيالتبريم ال

مؽ بروتيشات البلًسسا السحيظية والأجدام الزسشية والبروتيشات السشقاة لذروط  لكأضيف 
جرى عمى شكل نقط.  (BioRad) ميكرومتر 5.45 التعبير السختمفة عمى ورق الشتروسيممؾز

 x5) )skimmedالتغظية حميب مشزوع الدسؼ  بدارئة الذاغرة تعبئة مؾاقع ارتباط البروتيشات

milk دارئة ، وذلػ ضسؽTBS (25 ميمي مؾل Tris-base ،155 ميمي مؾل NaCl .)
 ةالأخزر بأضداد الأرنب السؾجي ستألقبروتيؽ الالك ذِف عؽ وجؾد الزد الشانؾي السدمج مع 

ك ذِف عؽ أضداد  ا. لاحقا لسدة ساعة حزشتو  1:3555بتسديد  R-a-GFPلبروتيؽ الفمؾرة 
. 1:3555بتسديد  G-a-R-HRP الأرنب بأضداد الساعز السؾسؾمة بأنزيؼ البيروكديداز

ميمي  TBS-T (55 الغدل دارئةبثلًث مرات  غذاءف رِمَت مراحل العسل جسيعيا بغدل ال
 مأعيرت الشقط باستخدا( NaCl ،5.55 %tween-20 ميمي مؾل Tris–HCl ،155 مؾل

 .pH=5 درجة حسؾضةب ةيفؾسفات دارئةفي    amino-9-ethylcarbazole AEC-3ركيزة
 لسقايدة السشاعية الأنزيسية:ختبار اا

م فت بروتيشات  مؽ ميكرولتر 155 بـ ((Maxisorb (Nunc)بئر 96) آبار صفيحة غ 
نانؾغرام  5، 1، 3، 15، 35، 155، 355، 1555) مؽ بتراكيز متدرجة السداري ةالميذسانيا 

 4حرارة درجة عشد ومؽ ثؼ حزشت لميؾم التالي  ،وذلػ باستعسال محمؾل الكربؾنات بالسيمي(
( (x5التغظية حميب مشزوع الدسؼ  دارئةتعبئة بكية مؾاقع ارتباط البروتيشات ب تست .مئؾية
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skimmed milk دارئة، وذلػ ضسؽ (TBS) (25 ميمي مؾل Tris-base ،155 ميمي مؾل 
NaCl). .مؽ طافي معالجة  لترميكرو  25 أضيف((TES وUREA)) ميكرولتر مؽ  155 أو
 ،1:555 بتسديد GFP الأخزرالستألق بروتيؽ الؾي السدمج مع الشان الزد   وأ الشانؾي  الزد  

 ةلسؾجيف عؽ الزد الشانؾي باستخدام أضداد الأرنب اذِ ك  وحزشت لسدة ساعة بحرارة الغرفة. 
بروتيؽ الف عؽ الزد الشانؾي السدمج مع ذِ ك  في حيؽ  ،1:555بتسديد  R-a-Hisذيل اليدتديؽ ل
وحزشت  1:3555بتسديد  R-a-GFP الفمؾرة بروتيؽل ةالسؾجيأضداد الأرنب بالأخزر  ستألقال

-G-a عز السؾسؾمة بأنزيؼ البيروكديدازف عؽ أضداد الأرنب بأضداد الساذِ ك   الاحقا  .لسدة ساعة

R-HRP  الغدل دارئةبثلًث مرات ف رِمَت مراحل العسل جسيعيا بغدل الآبار . 1:3555بتسديد 

TBS-T (55 ميمي مؾل Tris–HCl ،155 ميمي مؾل NaCl ،5.55 %tween-20 .) قيدت
ر باعِيُّ ميثيل بعد ربع ساعة مؽ إضافة ركازة  نانؾمتر 455عشد طؾل مؾجة الكثافة الزؾئية 

 .(HRP) الخاصة بإنزيؼ (TMB-Substrate) البشزيديؽ
 :الشتائج

 بشاء البلاسسيد:
خؼ  بداية مؽ  (NbLt05, 06, 14, 24 and 36) السداري ةالأضداد الشانؾية لمذسانيا  جيؽض 

 باستخدام مرئدتيؽ نؾعيتيؽ PCRبتقانة التفاعل الدمدمي لمبمؾليسراز  PMES4-Nb البلًسسيد
pMES4 F/R  الذكل  يآزوتأساس  455فشتجت عرابة بظؾل(1A ، 1العسؾد) .  م ا زؼ ناتجى

(PCR) باستخدام أنزيسي التقييد (PstI / BstEII )  مع البلًسسيد  بطثؼ رPMES4-GFP  الذكل(
1B)  الذكل  نفدييسا الدابقييؽالسيزؾم ب أنزيسي التقييد(1A  3و2العسؾد) وندل في البكتريا 

E.coli WK6،  عمى التركيب البلًسسيدي شاحرموبذلػ PMES4-Nb-GFP)).  
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 PMES4-Nb-GFP : بشاء البلاسسيد1الذكل 
(A) : البلًسسيدمراحل بشاء ىلًمة أغاروز تغير PMES4-Nb-GFP( .1 يسثل ) تزخيؼ

pMES4 F/R، (2 )باستخدام السرئدتيؽ  PMES4-Nbالبلًسسيد جيؽ الزد الشانؾي مؽ 
PstI / BstEII( ،4 )ىزؼ البلًسسيد بأنزيسي التقييد ( 3السغمق، ) PMES4-GFPالبلًسسيد 

باستخدام  ((PCRبتفاعل  PMES4-Nb-GFPالبلًسسيد الشاتج  أكد مؽ صحةتال يسثل
 .PMES4-GFPبشية البلًسسيد : pMES4-F/ GFP R2 seq .(B)السرئدتيؽ 
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باستخدام  PCR))إما بتفاعل  :بإحدى طريقتيؽ يةالبلًسسيدالبشية التأكد مؽ صحة  جرى 
 يآزوتآأساس  755عرابة بظؾل  فغيرت   pMES4-F/ GFP R2 seqنؾعيتيؽ  مرئدتيؽ
 PMES4-Nb-GFP البلًسسيديؽ عؽ طريق ىزؼ كل مؽأو  ،(4، العسؾد 1A)الذكل 

 بأنزيسي التقييد PMES4-Nb-GFP فعشد ىزؼ البلًسسيد ؛التقييد اتبأنزيس PMES4-GFPو
(PstI / BstEII ) في حيؽ ، السسثمة لمزد الشانؾي ي آآزوتأساس  455تغير عرابة بظؾل

ي آزوتأساس  1555عرابة بظؾل  عيرت PstI / ECORI بأنزيسي التقييدأن ىزسو 
 أما ىزؼ البلًسسيد. ؾي الزد الشان جيؽمع  الأخزر ستألقبروتيؽ الال لسسثمة لجيؽا

PMES4-GFP بأنزيسي التقييد (PstI / BstEIIي )في فقط،  البلًسسيد بذكمو السفتؾح غير
ي آزوتأساس  755عيرت عرابة بظؾل    PstI / ECORI التقييدحيؽ أن ىزسو بأنزيسي 

 .(2الذكل: )الأخزر  ستألقبروتيؽ الالالسسثمة لجيشة 
 

 
 PMES4-Nb-GFP : التأكد من صحة بشاء البلاسسيد2الذكل 

(A) : البلًسسيديؽ ىزؼ كل مؽىلًمة أغاروز تغير PMES4-Nb-GFP وPMES4-GFP 
 PMES4-Nb-GFP ( يسثل البلًسسيد1) (.PstI / ECORIأو PstI / BstEII) بأنزيسي التقييد

ىزؼ البلًسسيد بأنزيسي التقييد PstI / BstEII ،(3 )التقييد ( ىزؼ البلًسسيد بأنزيسي 2السغمق، )
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PstI / ECORI، (4 يسثل البلًسسيد )PMES4-GFP ( ،ىزؼ البلًسسيد بأنزيسي 5السغمق )
 .PstI / ECORI( ىزؼ البلًسسيد بأنزيسي التقييد 6، )PstI / BstEIIالتقييد 

  :عشها متعبيرالسثمى لذروط الأضداد الشانهية السدمجة وال وجهدتحديد مكان 
وك ذِف  ،الأخزر ستألقبروتيؽ الالالسدمجة مع  السختمفة الأضداد الشانؾية التعبير عؽ جرى 

 البلًسسا السحيظية والأجدام الزسشيةكل  مؽ بروتيشات في  ضداد الشانؾيةعؽ تذكل ىذه الأ
الأضداد في الأجدام الزسشية وليس في  وجؾدفتبيؽ  ،بتقانة السقايدة السشاعية الأنزيسية

. (3A)الذكل:  امردودا ىؾ الأقل  (NbLTC24-GFP)وكان الزد  ،الديتؾبلًسسا السحيظية
تركيزيؽ  ستخداماشي بالبروتيالتعبير ح ر ض  الأضداد ىذه عؽ متعبيرلتحديد الذروط السثمى لو 

، 15مختمفة ) حرارة اتدرج عشدالحزؽ و ( ميمي مؾل 5.5 أو 5.1) ((IPTGمختمفيؽ مؽ 
 ستألقالسدمجة مع بروتيؽ الضداد الشانؾية الأل ك ذِف عؽ تذك   .(مئؾيةدرجة  28 ،22، 16

السشقاة  كل  مؽ بروتيشات البلًسسا السحيظية والأجدام الزسشية والبروتيشات في الأخزر
لبروتيؽ  ةباستخدام أضداد مؾجي Dotblotسشاعي لبتقانة التبريؼ ا لذروط التعبير السختمفة

بذدة لؾنية أعمى  انقظا  IPTGمؽ  ميمي مؾل 5.5تركيز الاستخدام أعظى . الأخزرستألق ال
مئؾية  22درجة الحرارة  أعظت في حيؽبدرجات الحرارة السختمفة، ميمي مؾل   5.1مؽ تركيز 

 .(3Bشكل ال)شدة لؾنية  أفزل
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 الأخزرتألق السدمجة مع البروتين السضداد الشانهية الأالتعبير عن : 3الذكل 

(A) : بروتيؽ الالأضداد الشانؾية السدمجة مع  وجؾدمكان نزيسية الأسشاعية السقايدة التحدد
ميكرو لتر  25استخدم  .الأخزر في الديتؾبلًسسا السحيظية أو الأجدام الزسشية ستألقال

 ستألقلبروتيؽ الا ة ضدوكذف باستخدام أضداد مؾجي ((UREAوطافي  ((TESمؽ طافي 
لكل  مؽ بروتيشات البلًسسا السحيظية والأجدام  (Dotblot)تبريؼ مشاعي  :(B)الأخزر. 

درجات مؽ و  IPTG)تراكيز مختمفة مؽ  الزسشية والبروتيشات السشقاة لذروط التعبير السختمفة
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ميكرو مؽ  2و ((UREAوطافي  (TES)ميكرو لتر مؽ طافي  15استخدم حرارة( 
 .الأخزر ستألقالبروتيشات السشقاه وكذف باستخدام أضداد مؾجو لبروتيؽ ال

 :الأنزيسيةالسقايدة السشاعية 
الكذف  عمى الأخزر ستألقبروتيؽ الالالأضداد الشانؾية السدمجة مع  حداسيةمدى  اخت بر

ة دمجة بتقانة السقايدة السشاعي  سمقارنة مع الأضداد الشانؾية غير ال عؽ مدتزدات الميذسانيا
الأضداد  الميذسانيا. تبيؽ أنات تراكيز متدرجة مؽ مدتزدالكذف عؽ وذلػ مؽ خلًل 

نانؾغرام  155-355الشانؾية غير السدمجة تتعرف عمى مدتزدات الميذسانيا بتركيز بيؽ 
قد  الأخزر ستألقبروتيؽ الالفي حيؽ أن حداسية الأضداد الشانؾية السدمجة مع  ،بالسيمي
 NbLTC24الشانؾي  الزد   ماعدا نانؾ غرام بالسيمي 35فأصبحت حداسة لتركيز  ؛ارتفعت
 .(4 )الذكل غير مدمج مأ GFPمع  اسؾاء كان مدمجا  افرقا  لؼ يبد  الذي 

 
 السدمجة و لمذسانيا  ة ضدشانهية السهجهالمقارنة بين حداسية الأضداد (: 4 الذكل:)

 مع غير السدمجة. ((GFPمع 
 GFP))لاختبار مدى حداسية الأضداد الشانؾية السدمجة مع نزيسية الأسشاعية السقايدة ال 

 زد  المؽ مدتزدات الميذسانيا، وأضيف  تراكيز متدرجةمقارنة مع غير السدمجة. استخدمت 
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ك ذِف عؽ الزد الشانؾي باستخدام أضداد . 1:555شانؾي السدمج وغير السدمج بتسديد ال
الشانؾي السدمج مع  ك ذِف عؽ الزد  في حيؽ ، (R-a-His)لذيل اليدتديؽ  ةالأرنب السؾجي

 .((R-a-GFP ستألقلبروتيؽ ال ةالأخزر بأضداد الأرنب السؾجي ستألقبروتيؽ الال
 :السشاقذة

يسكؽ الاستفادة مشو  ؛ إذااستخداما  ستألقةؾاسسات الالمؽ أكثر  الأخزر ستألقبروتيؽ ال عد  ي
فيؾ لا  ؛في الكائؽ الحي مأفي الزجاج  كان ذلػ الغايات سؾاءمؽ  ددعلبروتيؽ علًم بؾصفو 

إلى  بالإضافة ،luciferase [33] الميديفرازكيحتاج إلى وجؾد عامل مداعد لانبعاث الفمؾرة 
 مؽ عؾامل التسدخ عددل توة وكيسيائية كذلػ مقاومحراري عالية وثباتية قابمية طيتستعو ب

ا ت ىذه السؾاصفاتحفز  .[34]  ستألقبروتيؽ الالمؽ الباحثيؽ عمى دمج الأضداد مع  عددا
 الاستخدام مدتزدات مسرضة أو تتبعمؽ إمكانية يزفيو ىذا الدمج  لسا انغرا  الأخزر
 .[26-24، 14، 13] تألقةسالسشاعية السقايدة والالفمؾرة السشاعية و التدفق الخمؾي بتقانات 

لدييا القدرة  السداري ةتجاه طفيمي الميذسانيا نؾعية أضداد نانؾية  إنتاج في عسل  سابق جرى 
بالإضافة إلى قدرتيا  ،طؾري الظفيمي )أمامي وداخمي الدؾط( مدتزداتعمى التعرف عمى 

الأضداد  جيشةؼ يزختبفي ىذا العسل قسشا  عمى تثبيط الإخساج في الزجاج )قيد الشذر(.
-PMES4  مؽ البلًسسيد (NbLt05, 06, 14, 24 and 36) السداري ةذسانيا يالشانؾية لم

Nb البلًسسيد  فيوإعادة تشديمياPMES4-GFP  عمى التركيب البلًسسيدي شاحرموبذلػ 
PMES4-Nb-GFP.  بظريقتيؽ بتفاعل  يالبلًسسيد التركيب التأكد مؽ صحة جرى و((PCR 

 اتبأنزيس PMES4-GFP))و (PMES4-Nb-GFP) البلًسسيديؽ عؽ طريق ىزؼ كل مؽو 
ر، الأخز ستألقبروتيؽ الالجة مع سدمالعؽ الأضداد الشانؾية  التعبير ،الاحقا  جرى،. التقييد

تظؾي الرحيح ال مؽ السعروف أن إذ ؛في الأجدام الزسشية السشتجة الأضداد راكؼت ولؾحع
 البروتيؽ ىذا يتذكل لاو  [16] في العرارة الديتؾبلًسسية عادة يتؼالأخزر  تألقمبروتيؽ السل
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أما التظؾي الرحيح لمزد يتؼ في بيئة  ،[18] عشو في الديتؾبلًسسا السحيظية ع ب رإذا 
سدمجة مع ال سؤشبةالضداد الأيؤدي التعبير عؽ  .الديتؾبلًسسا السحيظيةمؤكددة تؤمشيا 

 inclusion bodiesجدام الزسشية الأداخل  ياى تراكسإلفي الديتؾبلًسسا   (GFP) بروتيؽ
 تظؾي التداركو عؽ طريق إعادة  الأمر الذي يسكؽ ،ادضدالأىذه نتيجة لمخمل في تظؾي 

أنو مؽ السسكؽ أن يتظؾى الزد بذكل صحيح أخرى دراسات  أشارت، في حيؽ [36، 35]
 اوعميو نغرا  [21، 25] لروابط الكبريتيةمؽ دون تذكل ابلًسسا السرجعة حتى في بيئة الديتؾ 

معاممتيا  جرى في الأجدام الزسشية الأخزر  ستألقبروتيؽ الالضداد السدمجة مع الأ راكؼلت
اليؾريا  تحبس   ادضدعمى التظؾي الرحيح للألمحفاظ و  مؾل 8اليؾريا مؽ  بتركيز عال  

 اتبروتيشالعؽ التعبير  فيمؽ الدراسات إلى أىسية تحديد العؾامل السؤثرة  ر عددأشا .اتدريجيا 
عؽ الأضداد  . لذلػ اختبرت شروط مختمفة لمتعبير[23، 22] ستألقال بروتيؽالمع  ةسدمجال

وك ذِف عؽ ىذه  ؛(IPTG)مؽ درجات حرارة وتركيز الشانؾية السدمجة مع بروتيؽ الفمؾرة
مؽ ميمي مؾل  5.5فتبيؽ أن التركيز  ،(Dotblot) الشقظي سشاعيلالأضداد بتقانة التبريؼ ا

IPTG))  بدرجات الحرارة السختمفةميمي مؾل  5.1بذدة لؾنية أعمى مؽ تركيز  انقظا يعظي 
 ((IPTGمؽ  كيز السشخفضتر أن ال التي أوضحتوزملًئو  "Wang"دراسة عمى العكس مؽ 

 ((IPTGتركيز ل علًقة لا أنو أخرى  في حيؽ بيشت دراسة ؛[22]الأفزل ىؾ ميمي مؾل 5.1
ىي العامل درجة الحرارة كانت  في حيؽ  ،((GFPعؽ البروتيؽ السدمج مع  التعبيرفي 

الدرجة مئؾية تعد  18أن درجة الحرارة أخرى بيشت دراسة كسا  .[23] في التعبير الرئيس
الحزؽ  درجة حرارةفي  رتفاعالاوأن  (، (GFPسثالية لمتعبير عؽ بروتيؽ مدمج مع بروتيؽال

الرحيح لمبروتيؽ  رفي التظؾي انخفاض يترافق مع تحريض التعبير البروتيشي في أثشاء
الأضداد  عؽ تعبيرال في مئؾية ىي الفزمى 22درجة الحرارة . بيشت دراستشا أن [23] السدمج

ي مئؾية ى 25أن درجة الحرارة  أخرى  دراسةأعيرت ، و ((GFP الشانؾية السدمجة مع بروتيؽ
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 شتيجةالالحرؾل عمى مكانية بالإضافة إلى إ ،متقاربة مع دراستشاقيسة وىي  ،الأندب لمتعبير
  . [22] فترة زمشية أطؾللمئؾية  18وأ 16درجة الحرارة عشد استخدام  نفديا

السثمى  التعبير ذروطل اوفقا  الأخزر ستألقبروتيؽ الالمع  مدمجةا  الأضداد الشانؾية الاحقا  أنتجت
دتالتي  تراكيز متشاقرة مؽ الكذف عؽ  فيالأضداد  ىذه حداسية تر اختب، ومؽ ثؼ حد 

 ؛الأنزيسية دمجة بتقانة السقايدة السشاعيةمقارنة مع الأضداد الشانؾية غير الس مدتزدات الميذسانيا
نانؾ غرام  35لتركيز  وصؾلاا  ستألقبروتيؽ الالارتفاع حداسية الأضداد الشانؾية السدمجة مع فتبيؽ 

يحفز  ما، االأخزر كبير ندبيا  ستألقبروتيؽ الالكؾن إلى وربسا يعؾد الدبب في ذلػ  ،بالسيمي
ما يشعكس عمى تزخيؼ أكبر ، مختمفةل طيف واسع مؽ الأضداد تجاه معيشات مدتزدية تذك  

وجؾد لؼ يمحع بالسقابل . اللإشارة مقارنة مع الأضداد السؾجية لؾاسسة الييدتديؽ الرغيرة ندبيا 
غير مدمج، وربسا  مأ ((GFPمع  اسؾاء كان مدمجا  NbLTC24اختلًف يذكر بيؽ الزد الشانؾي 

عمى خلًف باقي الأضداد التي  يعؾد الدبب في ذلػ لاحتؾاء ىذا الزد عمى رابظتيؽ كبريتيتيؽ
ل رابظتيؽ كبريتيتيؽ في بيئة يعد مؽ الرعب تذكي ؛ إذتحتؾي عمى رابظة كبريتية واحدة

أغمب الدراسات التي تدتخدم  احديثا تعتسد . يتؾبلًسسا السرجعة مقارنة مع تذكيل رابظة واحدةالد
 تؾفرالتي  تألقةالأخزر طريقة الكذف بالسقايدة السشاعية الس ستألقبروتيؽ الالأضداد مدمجة مع 

أضعاف السقايدة  15-8مؽ  إلى نحؾحداسية أفزل ترل  تؤمؽ لؾقت والسال والأىؼ مؽ ذلػا
 ضداد السدمجةالأأن بؾضؾح  جة أعيرت ىذه الدراسةبالشتيو ، [26-24] الأنزيسيةالسشاعية 

السدمجة باستخدام السقايدة السشاعية  مؽ غير أعظت حداسية أكبر السحزرة في دراستشا قد
تعتسد  التي تألقةمؽ الستؾقع أن ترتفع الحداسية باستخدام السقايدة السشاعية السو الأنزيسية التقميدية، 

  .(GFP)عمى قراءة الانبعاث الرادر عؽ بروتيؽ 
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