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محورة جينياً  Leishmania tropicaالميشمانيا المدارية  سلالة محمية من طفيميات إنتاج
 GFP بروتينومعبرة عن 
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 الممخص

 Green fluorescent فمور الأخضرمتبروتين الالعبرة عن ستخدم الطفيميات المحورة الم  ت  

protein  ًاختصاراGFP  ،بشكل واسع كأداة لدراسة الآليات الإمراضية في نماذج حيوانية متعددة
إلى الحصول  ىذه الدراسةىدفت  .المواد الدوائية اليةفع   ي تقييمف حديثاً  تم الاعتماد عمييا وقد
قادرة عمى التعبير بشكل دائم المحورة جينياً والمدارية الميشمانيا الطفيميات محمية من  سلالة عمى

بكمية  pLEXSY-GFP-sat2.1تحضير البنية البلاسميدية تم لتحقيق ذلك . GFPعن بروتين 
الميشمانيا المدارية  محمية من عزلةطفيميات  ح و رت بعدىام تجييزىا بالشكل الخطي، كافية ومن ث  
L. tropica بوساطة التثقيب الكيربائي وذلك يذه البنية بElectroporation.  تعمل ىذه البنية

جينوم في  18s-rRNA العديدة لجينات قعاضمن المو  GFPالم رمِّز لمـ الجيندخال عمى إ
، Nourseothricinالمقاومة لمصاد الحيوي  صفةالطفيميات المحورة تكتسب . الميشمانيا

والذي   GFPفي انتقاءىا، كما تبدأ بالتعبير عن بروتين الصفةويمكن الاعتماد عمى ىذه 
لممرة  الحصولو  ظيرت النتائج نجاح عممية التحويرأ باستعمال مجير الفمورة.يمكن كشفو 

L. tropicaمحورة من الميشمانيا المدارية  محمية سلالةعمى الأولى في سورية 
GFP ت عبر 

 عن  بشكل دائم
تطبيقات بحثية في فيما بعد  استعماليايمكن والتي  ي التوضعسيتوبلاسم  GFPبروتين
 مختمفة.
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Abstract 
Green fluorescent protein (GFP)- transfected parasites have been widely 

used as a tool for studying diseases pathogenicity in several animal models, 

and the application of these transfectants in drug screening assays has 

increased recently. This study reports generation of transgenic parasite 

(Leishmania tropica) constitutively expressing GFP .linearized cassette 

containing gfp gene was stably integrated from the expression construct 

pLEXSY-GFP-sat2.1 into Syrian isolate of wild-type L. tropica genome, 

18srRNA locus, by homologous recombination. For the first time in Syria, 

Transfection and integration of GFP was successfully carried out, and the 

primary phenotype observations of parasite by fluorescent microscopy has 

shown that recombinant L. tropica
GFP was successfully produced GFP 

protein into cytoplasm. this genetic modified strain could be exploited for a 

wide range of  

research applications in the next few years. 
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 المقدمة: .1
الأدوية البيولوجية مثل مفيدة منتجات بيدف إنتاج  الجزيئية اليندسة الوراثية والبيولوجياعرف التقانة الحيوية بأنيا تطبيق مبادئ ت
واقع حياة البشر من العديد من  منتجات التقانة الحيوية تحسنحيث وذلك باستعمال كائنات أو خلايا حية. المقاحات والأطعمة و 

عممية نقل جينات محددة بين عتمد المبدأ العام في تحضير ىذه المنتجات عمى يو . الصحية والغذائية والبيئية وغيرىا النواحي
 .(Verma et al., 2011) ا بيدف إزالة أو إضافة صفة معينةالكائنات أو تعديل بعض الجينات في كائن م

التي   Transfectionبنسبة عالية منيا عمى تقانات التحوير عديدة ومتنوعة تعتمدطرائق يات باستعمال ويتم تطبيق مثل ىذه العمم
مثل فيزيائية )قد تكون باتباع طرائق المستيدفة إلى داخل الخلايا  من مصدر خارجيحمض نووي لإدخال  عمميةأنيا تتمخص ب

كواشف فوسفات الكالسيوم و  cationic lipidلمبيدات المشحونة إيجاباً امثل ( أو كيميائية )electroporationالتثقيب الكيربائي 
calcium phosphate reagentsاختيار الطريقة المناسبة عمى نمط الخلايا المراد تحويرىا (، ويَعتمد.(Bao and Palecek, 2016; 

Sheikh et al., 2017)   

عديدة، لما تتمتع بو من تطبيقية من أىم الخلايا التي يتم تسخيرىا لأغراض عممية  Eukaryotic cellsتعد الخلايا حقيقيات النوى 
 post-translational لتعديلات ما بعد الترجمةنجازىا إفيما يتعمق بميزات تجعميا تتفوق عمى الخلايا بدائيات النوى، خاصة 

modifications،  عمميات الطيقياميا بو folding لمبروتين  الصحيح(Rosano and Ceccarelli, 2014) .ط الأبحاث الحديثة تسم
 إنتاج مركبات مفيدة،ً  من أىم الخلايا حقيقية النوى التي من الممكن استثمارىا فيفي مجال التقانة الحيوية الأضواء عمى واحدة 

لى حقيقيات النوى الدنيا، حيث تتفوق عمى نظائرىا من الخلايا الأخرى حقيقية النوى طفيميات الميشمانيا التي تنتمي إ ىي خلاياو 
 30mg/ml (Breitling et لىلبروتينات يصل إوحتى العميا منيا، إذ تتمتع بالعديد من الميزات فيي توفر مردوداً إنتاجياً جيداً من ا

al., 2002) ك البكتيريالإذ تنمو بشكل معمق في أوساط الزرع ولا تحتاج للالتصاق وتشبو بذ ، كما تتميز بسيولة التعامل معيا ،
منية المستخدمة لزراعتيا مقارنة مع غيرىا من الخلايا، وعدم تشكيميا أجسام ضالصنعية قمة تكمفة الأوساط بالإضافة إلى 

inclusion bodies كما أن المدة الزمنية اللازمة لانقساميا وتكاثرىا تعتبر داخل السيتوبلاسما كما يحدث في سيتوبلاسما البكتيريا ،
. ومن (Taheri et al., 2016) مناسبة وسريعة مقارنة مع الخلايا حقيقيات النوى الأخرى كخلايا الخميرة والثدييات والحشرات

 Lai et)حقيقيات النوى الأخرى ىي حال مة كما خلايا الميشمانيا قادرة عمى القيام بجميع التعديلات ما بعد الترجأن الجدير بالذكر 

al., 2019) . 

الخلايا المستيدفة في التقانات الحيوية، وبشكل كثر من أ ميزات في خلايا الميشمانيا، فقد أصبحت حديثاً جميع ىذه الونظراً لتوافر 
 الية بعض الأدوية والمقاحاتالإسكات الجيني، وفي الأبحاث المتعمقة بدراسة فع   أو بحاث المتعمقة بتقنيات التعبيرالأكبير في 

(Bolhassani et al., 2011)،  يتم في تمك الدراسات إنتاج ليشمانيا مأشوبة بجينات م خبِرة إذreporter gene  عمى التعبير قادرة و
ومن أىم الجينات الم خبِرة التي استعممت  في عمميات التتبع سواء في الوسط الحي أم في الوسط الصنعي،استعماليا وبالتالي  ياعن

الأحمر المتفمور بروتين لم، و GFP (Bolhassani et al., 2011)فمور الأخضر متبروتين اللم في دراسات سابقة تمك الم رمِّزة
mCherry (Vacas et al., 2017) الموسيفيراز بروتينل، و Luciferase  المصدر لمضوء(Coelho et al., 2016).  ومما شجع عمى

اليامة  تعد من الطفيمياتإذ  ،ىو انتشارىا الواسع في العديد من الدول ومنيا دول الشرق الأوسط أيضاً  استخدام خلايا الميشمانيا
 . مانيا الجمدي والحشويداء الميشوتسبب 

تتعقد سبل الوقاية والعلاج المتاحة تجاه الأنواع المختمفة والسلالات المختمفة من طفيميات الميشمانيا الممرضة، وذلك لما تبديو 
سلالاتيا من تنوع كبير يتمثل بأنماط ظاىرية مختمفة، مثل المقاومة الدوائية لمعديد من أنواع الأدوية المستعممة في التدبير العلاجي 

  .(Ejazi and Ali, 2013; Zucca and Savoia, 2011)ي تتوسع وتزداد مع مرور الزمن لمداء والت
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ث المتعمقة بايجاد علاج فع ال دون أثار جانبية خطيرة أو تطوير لقاح تجاه ىذه الطفيميات تواجو تحديات كثيرة، منيا ولا تزال الأبحا
يجاد  نقص الأدوات الخموية والجزيئية كالسلالات المحمية المحورة جينياً والتي يمكن أن تفتح آفاقاً واسعة في مجال تطوير الأدوية وا 

. ونظراً لعدم وجود دراسات محمية سابقة ىدفت إلى الحصول عمى عزلات محمية من (Muhjazi et al., 2019)المقاح المناسب
انيا المحورة جينياً، فقد تم في ىذا العمل أمثمة شروط عممية تحوير طفيميات الميشمانيا في الطور أمامي السوط وذلك الميشم

، والقادرة gfpباستعمال تقانة التثقيب الكيربائي، بيدف الحصول عمى سلالة محمية من طفيميات الميشمانيا المدارية المحورة بجين 
 ائم، للاستفادة منيا لاحقاً في تطبيقات مختمفة.بشكل د GFPعمى إنتاج بروتين 

 أهمية وهدف البحث: .1
زات لممي   والمختمفة التي تقدميا تقانات تحوير الخلايا سواء في الكائن الحي أم في الوسط الصنعي، ونظراً اليامة نظراً للاستخدامات 

التي يتمتع بيا طفيمي الميشمانيا عند تحويره بمختمف الأدوات الجزيئية المستعممة، إضافةً إلى قمة الدراسات والأبحاث المعتمدة عمى 
تحوير نوع الميشمانيا المدارية تحديداً، وافتقادنا محمياً لبروتوكولات تحوير خاصة بيذا النوع من الطفيميات رغم انتشاره الواسع 

رة وفي مقدمتيا بروتين الفمورة خبِ واستناداً إلى أىمية عمميات التتبع الطفيمي التي تعتمد عمى البروتينات والجزيئات الم  و، وخطورت
لمعمل كنظام حيوي قادر  اوتسخيرى أمثمة شروط تحوير طفيميات الميشمانيا المدارية الدراسة إلى فقد ىدفت ىذه، GFPالأخضر 

عن بروتين الفمورة الأخضر، مما سيسمح باستخداميا لأىداف تطبيقية ىامة في مراحل مر بكفاءة عالية عمى التعبير الدائم والمست
 لاحقة.

 مواد وطرائق البحث: .3
والمحددة النوع بوساطة  طفيميات الميشمانيا المدارية المعزولة محمياً  عزلة من زراعة الطفيميات: أجريت ىذه الدراسة عمى 1.3.

في وسط  promastigoteبشكميا أمامي السوط الطفيميات استنبتت  .(Lt.SYR-24) تعرف ىذه العزلة بالاسم، التقانات الجزيئية
بالإضافة إلى صادات حيوية  (FBS)من المصل البقري الجنيني  %10بنسبة  المدعم RPMI-1640 (sigma, Germany)الزرع 

Penicillin-Streptomycin x8 (Cytogen, Germany)  درجة حرارة  عندوح ضنت°C 26. 

الجينومي من طفيميات   DNAبعد استنبات الطفيميات وزراعتيا في الأوساط المناسبة تم استخلاص الجينومي: DNAاستخلاص  2.3.
10انطلاقاً من عدد طفيميات يصل إلى في طور الثبات  promastigoteالميشمانيا المدارية وىي بشكميا أمامي السوط 

طفيمي  93×6
 .Nano drop (Thermo)وتم قياس تركيزه باستخدام جياز   Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) كيتباستخدام 

 البلاسميدات المستعممة في البحث: 3.3.

رة يتم التعبير عنيا خبِ التي تعد جين م   gfpجين  الذي يحوي pLEXSY-GFP-sat 2.1 (JenaBioscience, Germany) است عمل بلاسميد
ا البلاسميد بإدخال جين ىذيقوم  بصورة دائمة ضمن الطفيميات ويتم الكشف عنيا بفحص عينات من ىذه الطفيميات باستعمال مجير الفمورة.

gfp متماثلضمن جينوم الميشمانيا وفق مبدأ التاشيب ال homologous recombination  18وذلك في مواقعSrRNA(ssu)  عالية التكرارية
نتاج يؤمن معدلات انتساخ عالية ، مما RNA polymerase Iنزيم أيعمل بوساطة قوي والتي تخضع لسيطرة محضض  من كبيرة  كمياتوا 

كما يتميز ىذا البلاسميد أيضاً بوجود المحضض ذاتو ضمن بنيتو، مما سيرفع بدوره معدل الانتساخ بعد الدخول في  .mRNAsجزيئات 
 . gfp (Niimi, 2012)عن جين   constitutive expressionتعبير ثابت ودائم. يؤمن نظام التحوير ىذا ميشمانيا إلى الضعفجينوم ال

بحيث ت زرع ىذه  ،pLEXSY-GFP-sat2كسلالة مضيفة لتكثير البلاسميد Escherichia coli TOP10ريا الـ ياستخدمت بكت
بيدف انتقاء المستعمرات البكتيرية  Ampicillin (100µg/ml) مضاف لو الصاد الحيوي LB (Luria Bertani)البكتريا في وسط 

 الحاوية عمى البنى المأشوبة فيما بعد.
وبعد نمو المستعمرات  .(Chang et al., 2017)تريا وفق خطوات عمل محددة مسبقاً في البداية تم القيام بعمميتي تييئة وتحوير البك

مزود والسائل ال LBحدى المستعمرات وتكثيرىا في وسط تم اختيار إأطباق الآغار المعد ة للانتقاء لمنماة عمى البكتيرية المحورة وا
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وباتباع خطوات العمل المرفقة في كيت الاستخلاص  ،مدة ليمة كاممة °C 37الحرارة عند درجة ضنت مع التحريك بالصاد نفسو وح  
 .واستخلاصو من البكتيريا pLEXSY-GFP-sat2البلاسميد الحصول عمى تم  (Maxi-prep, Thermo)البلاسميدي 

 :Transfectionأمثمة شروط عممية التحوير 
 البلاسميدية اللازمة لتحوير طفيميات الميشمانيا المدارية:تحضير البنى  4.3.

 Swa I (Thermo,Lithuania)القطع نزيم إب pLEXSY-GFP-sat2تم في ىذا الجزء من البحث إجراء تفاعمي ىضم لمبلاسميد 
بنيايات عمياء في موقعين محددين بحيث نحصل عمى شدفتين الأولى تتضمن المنطقة الخاصة  المسؤول عن قطع البلاسميد

 expressionالتعبير ضمن جينوم الميشمانيا ب والشدفة الثانية الخاصة bp 2864بالتنسيل في البكتيريا والتي يصل طوليا إلى 

cassette  5395والتي يصل طوليا إلى bp من  ذلك لتحضير شكمينDNA  منقى والثاني غير منقىالأول. 

  35في التفاعل الأول تم ىضم حواليµg  نزيم إبمن البلاسميدSwa I نزيم حسب توصيات وبوجود الدارئة المناسبة لعمل الإ
الشركة المصنعة، وباتباع طريقة الرحلان التحضيري تم التخمص من الشدفة الخاصة بالتنسيل البكتيري والاحتفاظ بالشدفة 

عن طريق تنقيتيا من اليلام باستعمال كيت  expression cassetteة المسؤولة عن التعبير ضمن جينوم الميشمانيا المتبقي
   (Gel Purification, Vivantes,Malaysia)تنقية

  18في التفاعل الثاني تم ىضم حواليµg  من البلاسميد بانزيمSwa I  المولية نما حسبت النسبة ا  القطع و نواتج تنقية تتم ولم
  .لمشدفة الناتجة عن القطع بشكل تقريبي

 كيربائي:التثقيب التحديد قيم الفولطية المناسبة لتثقيب طفيميات الميشمانيا المدارية باستعمال جياز  5.3.
cell/ml83 تم نقل طفيميات الميشمانيا بمعدل )

تم عد ى منتصف الطور الموغاريتمي عند وصوليا الو  ml 25( الى حجم نيائي 9×0
التحوير مرتين ثم دارئة الرسابة الحاوية عمى العدد الكمي لمطفيميات في  تسمغ   .(rpm/4C°/5 min 2500)الطفيميات وتثفيميا 

cell/ml83 بحيث يصل العدد إلى )من الدارئة عمقت بحجم نيائي مناسب 
0×80-100.) 

ر ح    21mM HEPES,150µM CaCl2, 5mM MgCl2, 120mM KCl, 0.7mM)وفقاً لمتراكيز التالية: التحوير دارئة تضًّ

NaH2PO4, 6mM Glucose, pH=7.4)  0.22ثم تمت فمترتيا باستعمال فمترµm  4وح فظت عند الدرجةC°. 

من  50µlلى من الطفيميات المعمقة بدارئة التحوير بالإضافة إ 450µlيحوي كل منيا عمى نابيب منفصمة أفي و زِعت الطفيميات 
، بعد ذلك ن قل min 20عمى الثمج لمدة  (4mm) الخاصة بالتحويربالإضافة إلى الكوفيتات ح ضنت ىذه الأنابيب ، ثم TEدارئة 

دة حد الكوفيتات محتوى كل أنبوب الى أ باستعمال جياز التثقيب   s 10عقتين متتاليتين بفاصل زمني قدرهوتم تطبيق صالمبر 
 1500بينما العينة الثانية تم صعقيا بفولطية قدرىا  ،V 2200الأولى بفولطية قدرىا  عقت العينةص   .((ECM,399,USAالكيربائي 

V،  ضنت لى الثمج وح  نقمت الكوفيتات إبعد الصعق مباشرة  دون صعق كعينة شاىدة لحساب العدد النيائي. ت ركت العينة الثالثةو
 26 عند الدرجةنابيب ضنت الأوح   من وسط الزرع الكامل ml 5 تحوي ىا محتوى كل كوفيت إلى فلاسكنقل بعد .min 10لمدة 

C°.  في العينات المعرضة لمصعق ونسب عددىا إلى العدد الموجود تم فحص العينات وعد الطفيميات الحية  ساعة ;9وبعد مرور
ن تتسبب الصعقة الناجحة في العينة الشاىدة، وذلك بيدف تحديد نسبة العيوشية وبالتالي تحديد قيمة الفولطية الأنسب، إذ يجب أ

 .حتى تكون فع الة بتموت نصف عدد طفيميات الميشمانيا الموجودة في العينة

 :pLEXSY GFP-sat2تحوير طفيميات الميشمانيا المدارية بالبلاسميد  6.3.

 :الخطية الناتجة عن تفاعمي القطع وفق الترتيب التالي سميداتالبلا تم اتباع نفس الخطوات السابقة وأ ضيفت
 50أضيف إليو نبوب الأول الأµl  البلاسميد الخطي المنقى من اليلام. كميةتحوي 
 50أضيف إليو نبوب الثاني الأµl من اليلام الناتج عن تفاعل القطع وغير المنقى من البلاسميد الخطي. 
 50أضيف إليو نبوب الثالث يحوي الأµl  من الدارئةTE  سمبي. تحوي بلاسميدات لاستعماليا كشاىدلا 
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ساعة تم إضافة الصاد الحيوي الخاص   24بعدو  .2200Vبالفولطية التي تم اختيارىا في التجربة السابقة وىي  عقت جميعياص  
تم فحص العينات باستعمال مجير الفمورة ساعة  29وبعد  .100µg/mlبتركيز نيائي  Neurseothricin (NTC)بالانتقاء وىو 
(Olympus)  متابعة  تمت .في كل عينة ساحات مجيرية 5عد الطفيميات في تحديد قيمة وسطية لكفاءة التحوير عن طريق وتم

ت المراد مقارنة العينا الموجودة في العينة الشاىدة مع جميع الطفيمياتتموت نابيب الثلاثة حتى التأكد التام من ات في الأالعين
  تحويرىا مع العينة الشاىدة حتى استكمال عممية الانتقاء تحت تأثير الصاد الحيوي النوعي.

في الطور عديم السوط وذلك بحضن الطفيميات المحورة  GFPن استمراية التعبير عن بروتين بعد استكمال الانتقاء تم الكشف ع
، إلى الطور عديم السوط بالمجير الضوئي لمتأكد من تحوليا شكمياً  ساعة ثم فحصيا 29لمدة  C 37أمامية السوط عند الدرجة 

 .GFPالتعبير عن بروتين  وفحصيا بمجير الفمورة لمراقبة
 :PCRدراسة النمط الجيني وتحديد مدى صحة التأشيب باستعمال تفاعل  7.3.

 في طور الثبات promastigoteمن طفيميات الميشمانيا المدارية وىي بشكميا أمامي السوط  الجينومي DNA تم استخلاص 

cell/ml)83
 .Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)  ( باستخدام كيت3:×0

 Taqنزيم إباستعمال  PCRالجينومي المستخمص عن طريق الرحلان الكيربائي تم اجراء تفاعل  DNAبعد التأكد من جودة 

polymerase (master mix, GeneDirex)،  تفاعل وباتباع شروطPCR :التالية 
95°-5 min - 35 circle (95°-2 min / 60°-30 s / 72°- 1 min) -72° -7 min. 

 SSUفي الموقع   forward primer F3001الأماميةخاصة بالكشف عن نجاح التأشيب حيث ترتبط المرئسة مرئسات است عممت 
 expressionضمن الجزء المخصص لمتعبير  reverse primer A1715العكسية ، بينما ترتبط المرئسة من جينوم الميشمانيا

cassette  5حيث تتشافع مع المنطقة’UTR  الخاصة بالجين اليدفgfp.  ىذه تسمسلات المرئسات من إنتاج(Jena bioscience, 

Germany): 
 

F3001: 5’-GAT CTG GTT GAT TCT GCC AGT AG-3’ 
A1715: 5’-TAT TCG TTG TCA GAT GGC GCA C-3’ 

 

، بتأثير تيار شدتو TAE 0.5Xدارئة ضمن ، %1باستعمال ىلامة أغاروز  أ جري بعد ىذا التفاعل رحلان كيربائي لتقييم النتيجة
100 V 30، ولمدة min 0.5، واحتوت اليلامة عمى بروميد الإيثيديومµg/ml. 

 :pLEXSY GFP-sat2دراسة دورة حياة طفيميات الميشمانيا المدارية المحورة بالبلاسميد  8.3.
 بيدف تحديد المراحلومتابعتيا بالمقارنة مع الطفيميات الشاىدة غير المحورة بشكل يومي تمت مراقبة نمو الطفيميات  منحنى النمو: -

ور سم وفقاً لذلك ، %0.1بعد تثبيتيا بالفورم الدىيد  neubauerعدادة عدىا باستعمال تم حيث  ،التطورية المختمفة ومدة كل منيا
ت تنمية الطفيميات المحورة كما تم بينيما. فيما لممقارنة من الطفيميات غير المحورة والطفيميات المحورة منحنى نمو خاص بكل 

، C 37درجة الحرارة عند ذلك بوضعيا ، و GFPمراقبة التغيرات في التعبير عن بروتين السوط و  عديمالحصول عمى الشكل  بيدف
10×2وضع حوالي  إذ

 ساعة ثم تم تصويرىا باستعمال مجير الفمورة. 29من الوسط الكامل لمدة  ml 2خمية بحجم  6
 النتائج: .4

 تحضير البنى البلاسميدية اللازمة لتحوير طفيميات الميشمانيا المدارية: 1.4.

 تم الحصول عمى التراكيز التالية:  Swa Iنزيم الإلات القطع التي أ جريت باستعمال اعكنتيجة لتف
  .expression cassetteمن التسمسل الخاص بالتعبير  6µgفي التفاعل الأول تم الحصول بعد التنقية عمى 

نما حسبت النسبة المولية لمشدفة تتم وفي التفاعل الثاني لم   الناتجة عن القطع بشكل تقريبي كما يمي:تنقية تفاعل القطع وا 
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    نسبة طول الشدفة المراد تنسيميا في جينوم في الميشمانيا إلى الطول الكمي لمبلاسميد  -

    
وبذلك فإن نسبة ىذه        

 الشدفة تعادل حوالي 

 
 من الطول الكمي لمبلاسميد. 

    سميد نسبة طول الشدفة المعبرة في البكتريا الى الطول الكمي لمبلا -

    
 وبذلك فإن نسبة ىذه الشدفة تعادل حوالي        

 
 

 من الطول الكمي لمبلاسميد.
 من ذلك تم توقع نسبة الشدفة المعبرة في الميشمانيا بعد تفاعل القطع ودون تنقيتو 

 
وبالتالي تم تقدير الكمية الناتجة        

 (.8الشكل ) ،الميشمانياسل الخاص بالتعبير في من التسم 12µgحوالي ب
 

 
 

بأشكاله الثلاث الحمقي والممتف وعالي  غير المقطوع pLEXSY GFP-sat2البلاسميد  A البئرصورة لهلامة الرحلان الكهربائي.  :(1)الشكل 
 .bp 2864الشدفة الهدف المراد تأشيبها ضمن جينوم الميشمانيا وهي بطول تظهر إذ  Swa Iباستعمال الأنزيم ناتج قطع البلاسميد  B الالتفاف، البئر

 

 رية باستعمال جياز تثقيب كيربائي:تحديد قيم الفولطية المناسبة لتثقيب طفيميات الميشمانيا المدا 2.4.
مختمفة موضحة في  كنتيجة لتجربة الصعق تم تحديد الصعقة القاتمة لمنصف بحيث تم الحصول عمى عينات ذات نسب عيوشية

  لتطبيق الصعقة في التجربة التالية.  2200Vوعميو فقد تم اختيار قيمة الفولطية  ،(1)رقم الجدول 
 

 قيم العيوشية في العينات المعرضة لمتثقيب الكهربائي (1):الجدول رقم 

 نسبة العيوشية  % cell/mlعدد الطفيميات الحية  
10 العينة الشاىدة

6×10 100 % 
1500 V 10

6×8.4 84 % 
2200 V 10

6×4.5 45 % 
 

 :pLEXSY GFP-sat2تحوير طفيميات الميشمانيا المدارية بالبلاسميد  3.4.

ساعة عمى عممية التحوير فحصت العينات باستعمال مجير الفمورة وتم الحصول عمى عينات ليشمانيا مؤشبة بجين  29بعد مرور 
gfp  الحيويفي كلا العينتين، وبإضافة الصادNTC   يوم من الإضافة الأولى لمصاد الحيوي حيث  12استمرت عممية الانتقاء لمدة

بينما يتعكر وسط الميشمانيا المحورة بسبب  ،محورةاليصبح وسط العينة الشاىدة رائق بسبب تموت وانحلال خلايا الميشمانيا غير 
. كما تم التأكد من دة عن طريق فحصيا بالمجير الضوئيينة الشاىنموىا المتزايد وتم التأكد من التموت الكامل لمطفيميات في الع

  (.2) ، الشكلعديم السوطفي الطور  GFPاستمرارية التعبير عن بروتين 
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  ي السوط وعديم السوط،مابطوريها أمالمحورة طفيميات الميشمانيا المدارية صورة مجهرية ل: (2)الشكل 

 .المجهر الضوئي عمى اليسار ومجهر الفمورة عمى اليمينباستعمال بالتصوير  GFPالمعبرة عن بروتين و 
 :PCRدراسة النمط الجيني وتحديد مدى صحة التأشيب باستعمال تفاعل  4.4.

، كون التضخيم لن يحدث إلا في حال PCRبعد تفاعل  bp 1088تم التأكد من نجاح عممية التأشيب بالحصول عمى شدفة بطول 
جينومي  DNA، بينما في الشاىد السمبي الذي يتضمن المرئسات ذاتيا مع 18S-rRNAدخول التسمسل الم دخل ضمن الموقع 

لطفيميات ليشمانيا غير محورة لم يتم تضخيم أي شدف ت ذكر، وىذا ما يؤكد نجاح عممية التأشيب ضمن جينوم الميشمانيا ودخول 
 .(3)تعبير بشكمو وتسمسمو الصحيح، الشكل مسل الخاص بالالتس

 

 

 ، bp 100حيث تم استعمال الواسم المعياري  PCR: يبين صورة الرحلان الكهربائي لتفاعل (3)الشكل 
 الشاهد السمبي. عينة مع عدم ظهور أي شدف في لعينة المدروسةفي ا bp 1088ويبين الشكل ظهور شدفة بطول 

 :pLEXSY GFP-sat2دراسة دورة حياة طفيميات الميشمانيا المدارية المحورة بالبلاسميد  5.4.
وتبين أنيا لم تختمف عن مراحل دورة حياة الطفيميات غير  يوم، 12منحنى النمو: تمت متابعة دورة حياة الطفيميات المحورة خلال 
وكان الاختلاف الوحيد في انخفاض عدد الطفيميات  (.;الشكل ) المحورة حيث تشابو منحنى النمو تقريبا في كلا السلالتين،

 عديمةالمحورة انخفاضاً بسيطاً دون أن يكون لو تأثير عمى الأطوار الأربعة المميزة لمنحنى النمو، كما تم الحصول عمى طفيميات 
 .°C 37ساعة في الدرجة  72عند الحضن لمدة  GFPتعبر عن بروتين مأشوبة  Amastigotesالسوط 
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 ، Lt.SYR-24(: يبين الشكل منحنيات النمو الخاصة بطفيميات الميشمانيا المدارية غير المحورة 4الشكل )
 .Lt.SYR-24-GFPالمأشوب  GFPوطفيميات الميشمانيا المدارية المحورة والمعبرة عن بروتين 

 

 المناقشة: .5
داخل  GFP بحيث أصبحت قادرة عمى التعبير عن بروتين تم في ىذه الدراسة تحوير خلايا من طفيميات الميشمانيا المدارية

السيتوبلاسما، فقد لوحظ نتيجة لفحص الطفيميات باستعمال مجير الفمورة تركز المون الأخضر الناتج عن تألق بروتين الفمورة 
 ذا البروتين غير م فرَز.الأخضر داخل حدود الخمية وفي السياط، ولم يلاحظ وجوده في الوسط المحيط بالخلايا مما يدل عمى أن ى

تتميز ىذه الطفيميات المحورة والمنتِجة لمبروتين الأخضر المفمور بالقدرة عمى تعقبيا بشكل دقيق ضمن الخلايا في الوسط الصنعي  
التي تقوم بيا  metacyclogenesisميما اختمف الطور الذي ستتخذه خلال عممية التحول الشكمي  وذلك ،حيوان التجربةأو ضمن 

. وىذا ما يخدم الدراسات المتعمقة بتقييم فعالية الأدوية Amastigoteأم عديم السوط   Promastigoteسواء في الطور أمامي السوط
بحيث يمكن بسيولة متابعة تحركات ىذا الطفيمي بدقة من  تيدف لفيم بيولوجية ىذا الطفيمي والمقاحات أو حتى الأبحاث التي

-bioluminescence  imaging (Talmi الخاص بالطفيميات المحورة التلألؤ البيولوجي كتصوير خلال تقانات حيوية مختمفة 

Frank et al., 2012) ، قبل التوجو إلى التضحية بحيوان التجربة والكشف عن الطفيمي في النسج والخلايا وما إلى ذلك من مراحل
 .(Bolhassani et al., 2011; Talmi-Frank et al., 2012)وخطوات طويمة ومرىقة 

لى سببين ويمكن أن نعزو ذلك المعدل العالي للانتساخ إل وحظ باستعمال مجير الفمورة ارتفاع كفاءة التعبير عن بروتين الفمورة، 
، ىذا الموقع يتضمن التسمسل ضمن جينوميا 18SrRNA ssuأساسيين: الأول ىو امتلاك ىذه الطفيميات تكرارية عالية من الموقع 

بمعدل عالي في كلا الطورين أمامي  يتم انتساخووي عرف أن  rRNA  (18S rRNA)الخاص بالتعبير عن تحت الوحدة الصغيرة  لمـ
والسبب الثاني ىو وجود نسختين من ، RNA polymerase I (Mißlitz et al., 2000) الانزيموعديم السوط تحت سيطرة 

الذي  expression cassetteإحداىما تعود لمجينوم نفسو والثانية تمت إضافتيا من التسمسل الخاص بالتعبير المحضض الريبوزومي
التي يتم من خلاليا تقابل تسمسلات متماثمة تتمثل بمواقع  homologous recombinationشيب المتجانس بعممية التأ تم إدخالو

ssu قع.االخاص بالتعبير من البلاسميد إلى الجينوم داخل ىذه المو  في دراستنا الحالية بحيث يتم إدخال التسمسل 
تم اتباع البروتوكول المطبق في الكثير من الدراسات التي اعتمدت عمى استخدام قيم فولطية عالية  ،ما يتعمق بأمثمة شروط التحويرفي

وذلك بعد أن تمت ، V (Eberhardt et al., 2019; Robinson and Beverley, 2003; Rojas-Sánchez et al., 2016) 1500بمعدل 
تقابل 1700-1500 القيمة المطبقة عمى العينة بمجال بين تبين أن حيث  ،((ECM,399,USAمعايرة جياز التثقيب الكيربائي الم ستعمل 

ريباً عمماً ان ىذه القيمة تعتبر عالية جداً ولكن تم اختيارىا لأنيا أدت تجريبياً إلى تموت نصف العدد تق ،V 2200 قيمة مدخمة تصل إلى
ىي النسبة التي يتم من خلاليا التأكد  %50وىذا ما أكدتو إحدى الدراسات بأن نسبة التموت التي تصل  ،من الطفيميات المعرضة لمصعق
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 ,.Ghosh et al)الفولطية من بعض الدراسات طبقت ذات القيمة أن  ، كما(Potter, 1988)من نجاح عممية التحوير بكفاءة جيدة  مبدئياً 

2003; Kapler et al., 1990). 
الموجودة ضمن تصميم  sat وىذا ما يتوافق مع جين المقاومة Nourseothricinفيما بعد تم الانتقاء باستعمال الصاد الحيوي 
 mRNAمينوجميوكسيدات التي تعتمد في عمميا عمى إعاقة ارتباط الينتمي إلى الأ التسمسل الخاص بالتعبير ويعرف أن ىذا الصاد

المرمزة لمرك بات  satوبوجود جين المقاومة  ،عممية الترجمة وتركيب البروتيناتعمى الجسيمات الريبية وبالتالي إعاقة 
streptothricine acetyltransferase  الحفاظ عمى الخلايا المحورة والتخمص من من خلاليا مقاومة الصاد الحيوي وبالتالي يمكن

 .(Joshi et al., 1995)الخلايا غير المحورة
بالشكل الصحيح حيث تم اختيار زوج من صحة عممية التأشيب ودخول التسمسل الخاص بالتعبير  عمى PCRنتائج تفاعل أكدت 

 الأخرىالمرئسة بينما تتشافع   (SSU)سمسل موافق ضمن جينوم الميشمانيامع ت (F3001-forward) المرئسات تتشافع إحداىما

(A1715-reverse )مع تسمسل موافق ضمن التسمسل المعبر(5’ UTR)  وىذا ما يضمن دقة عممية الكشف عن دخول التسمسلات
 تأكيد صحة عممية التأشيب.من يزيد مما ة بالعينة الشاىدة غير المحورة عدم ظيور عصابة موافق بالإضافة إلى ،بشكميا الصحيح

عمييا مقارنة مع العينة  في النمط الظاىريفيما يتعمق بدراسة التغيرات التي قد تطرأ عمى السلالة المحورة لم يلاحظ أي تغير 
دون فيميات المحورة خلال دورة الحياة، في كلا السلالتين مع انخفاض بسيط في عدد الطالنمو نحنى حيث لوحظ ثبات م ،الشاىدة

ا ما يتوافق مع معظم ، وىذطالما أن المراحل الأساسية في منحنى النمو بقيت ثابتة في كلا السلالتينأن يشكل ذلك فارقاً ىاماً 
 .(Patel et al., 2014)نواع مختمفة من طفيمي الميشمانياالدراسات وفي أ

تحديد الشروط المثمى تم فييا و  ،التي نجحت في تحوير طفيميات الميشمانيا المدارية عمى مستوى سورية تعد ىذه الدراسة الأولى 
الداء والاستفادة من مام المزيد من الأبحاث المستقبمية التي ستسيم بشكل فعال في مواجية ىذا لتطبيق ذلك، مما سيفتح المجال أ

 لتطبيقات عممية وبحثية كثيرة. pLEXSY نظام التعبير
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