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 :الملخص

البشري   الجلدي  اللشمانيات  داء    Anthroponotic Cutaneous Leishmaniasis  (ACL)يُعدُّ 
مرضاً مستوطناً في معظم المحافظات السورية، وينتج بشكل رئيس عن الإصابة بطفيلي اللشمانيا  

Leishmania    من النوعL. tropica لمركبات الأنتيموان الخماسية  طويل الأمد    . إن الاستخدام
Sb(V)   مختلفة من حيث   ظاهرية   أنماط  ذات  محلية   سلالات  تطور  إلى أدّى هذا الداء   تدبير في

للأشكال داخلية    الدوائية حساسية  درجة ال هدف هذا البحث إلى تقييم  , لذا  الدوائية   الحساسية درجة  
، ودراسة التعبير  دواء البنتوستام تجاه    L. tropicaالنوع  عزلات محلية من  ل   Amastigote  السوط 

 . Pgp Aو   TryRو   AQP1و   MRPAو   GSH1التالية:  المحتملة  لكل من جينات المقاومة  الجيني  
وزراعتها ضمن أوساط استنبات  عزل وحيدات النوى من الدم المحيطي البشري    العمل  هذا  في  تم

  Promastigoteبالأشكال أمامية السوط    أُخمجتتكمال تمايزها إلى بلاعم ثم  اسخاصة حتّى  
محلية  عائدة  ال عزلات  النوع    (L1  –  L4)لأربع  البلاعم    L. tropicaمن  هذه  عولجت  ثم 

الحمل الطفيلي    حُدّدساعة, بعدها    24بثلاث تراكيز متدرجة من مركب البنتوستام لمدة    جةالمُخم  
وحسبت قيمة الجرعة المثبطة للنصف لكل  داخل البلاعم المخمجة  من الأشكال داخلية السوط  

المحّولة بالحرارة  الأشكال داخلية السوط    الكلي من   RNAعُزل الـ    .عزلة من العزلات الأربعة
التفاعل السلسلي  باستعمال تقانة  عن جينات المقاومة   النسبي التعبير دُرسو   cDNAوحُوّل إلى  

وجود فروق معنوية في قيم  أظهرت النتائج    .RT-qPCRللبوليميراز الكمي في الزمن الحقيقي  
مع تباين واضح في    (L3>L2>L4>L1)وفق التراتبية التالية  بين العزلات الأربعة    IC50الـ  

والعزلة    L3  مقاومة   الأكثربين العزلة  ضعفاً    1.7)والذي كان بحدود )التأثير المثبط للبنتوستام  
الأربعة أي اختلافات معنوية في قيم التعبير النسبي عن    لم تظهر العزلات   . L1  مقاومة   الأقل 

معنوية عن باقي العزلات بالنسبة    زيادة فقط    L3أظهرت العزلة  بينما  ,  AQP1و   MRPAالجينات  
باستثناء   GSH1جين  ل النسبة ل فيما بينها ب معنوية   اً جميع العزلات فروق  أبدت كما   . Pgp Aجين  ل 

ارتفاع التعبير النسبي عن  بين  تجمع    ( r = 0.98) علاقة ارتباط قوية  وجود  مع  (  L1, L4المثنوية ) 
بالنسبة  معنوية    اً العزلات الأربعة فروق   أيضاً أظهرت و   , بين العزلات   IC50  قيم زيادة  و  هذا الجين 

وارتبط ارتفاع التعبير عن  (  L2, L4( و) L1, L4باستثناء المثنويتين )   TRYRللتعبير عن جين  
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المحلية من    عزلات ال   أنّ إلى  هذه الدراسة    خلُصت   بين العزلات.   IC50بزيادة قيم    TRYRجين  
مركبات الأنتيموان الخماسية،  درجات مختلفة من الحساسية الدوائية تجاه  تُظهر   L. tropica النوع 

في العزلات   TryRو  GSH1 الجينات زيادة التعبير عن   منها بآليات جينية   الفروقات وترتبط هذه 
المزيد  ب   القيام   Pgp Aبينما يتطلب تحديد الدور المحتمل لزيادة التعبير عن جين  ,  الأكثر مقاومة 

تُقدم هذه النتائج معلومات قيّمة لفهم ديناميكيات مقاومة الأدوية في داء  .  الدراسات والتحرّي من  
مقاومة  مسارات ال تستهدف    نوعية علاجات  ، وتُؤكد على ضرورة تطوير  البشري   اللشمانيات الجلدي 

 . الخاصة بالعزلات المحلية 
 
 

الجلدي  داء  :المفتاحية  الكلمات اللشمانياالبشري   اللشمانيات  الأنتيموان المدارية،    ،  مركبات 
 .، جينات المقاومةالأشكال داخلية السوط، البنتوستام، الخماسية
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Abstract: 
Anthroponotic cutaneous leishmaniasis (ACL), an endemic disease in Syria, 

is mainly caused by Leishmania tropica. Long-term use of pentavalent 

antimony (Sb(V)) compounds for CL treatment has led to the emergence of 

locally strains with varying drug sensitivity patterns. This study aimed to  

evaluate the drug susceptibility of local L. tropica isolates to pentostam and 

investigate the gene expression of GSH1, MRPA, AQP1, TryR, and PgpA, 

potential resistant genes. This study was conducted with monocytes isolated 

from human peripheral blood. These monocytes were then differentiated into 

macrophages and infected with promastigotes of four local L. tropica isolates 

(L1-L4). Infected macrophages were treated with three different 

concentrations of pentostam for 24 hours. Subsequently, the amastigote 

burden and IC50 values of pentostam were determined for each isolate. Total 

RNA was extracted from heat-transformed amastigotes and reverse-

transcribed into cDNA. Relative gene expression of resistance genes was 

assessed using RT-qPCR. Our results showed significant differences in IC50 

values among the isolates (L3 > L2 > L4 > L1), with a 1.7-fold difference in 

the inhibitory effect of pentostam between the most resistant (L3) and least 

resistant (L1) isolates. No significant differences in MRPA and AQP1 

expression were observed. Only isolate L3 showed a significant increase in 

PgpA expression compared to other isolates. All isolates exhibited significant 

differences in GSH1 expression except for the L1/L4 pair. A strong positive 

correlation (r = 0.98) was found between GSH1 expression and IC50 values. 

Significant differences in TryR expression were also observed among the 

isolates, except for the L1/L4 and L2/L4 pairs. Increased TryR expression was 

associated with higher IC50 values. This study demonstrates that local L. 

tropica isolates exhibit varying degrees of susceptibility to antimony 

pentavalent compounds, associated with differential gene expression, 

particularly upregulation of GSH1 and TryR in more resistant isolates. Further 

studies are needed to elucidate the role of PgpA overexpression. These 

findings provide valuable insights into drug resistance dynamics in CL and 

highlight the need for developing targeted therapies against local isolate-

specific resistance mechanisms. 
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 المقدمة:  1.
, (Knight, Harris et al. 2023)  انتشاراً على مستوى العالم   الأمراض الطفيلية  أكثرواحداً من    Leishmaniasis  شمانياتالل  داء  عدّ يُ 

 مع   ،الجنوبية  القطبية  والقارة  أستراليا  باستثناء  القارات  جميعفي    دولة  90  على  تتوزعجديدة    إصابة  مليون   من  أكثر  سنوياً   يسجّلحيث  
 . (Inceboz 2019) المدارية  وشبه المدارية المناطق في لهذه الإصابات ملحوظ ركزمت

 Sand الرمل ذبابة أنثى الإنسان  إلى  لهتنقُ  ، Leishmania اللشمانيا جنس من خلية وحيد طفيليعن الإصابة ب اللشمانيات داء ينتج

fly .  السوط  أمامي  أحدهما متحرك  إعاشيان   شكلان   الطفيلي  حياة هذا   دورة  على   يتعاقب  Promastigote  الناقل   داخل  ينمو وينقسم 
يتحولاللافقاري  متحرك    شكل  إلىبعدها    ،   لمضيف ا  Macrophages  بلاعم  ضمن يتضاعف    Amastigote  السوط  داخلي غير 
 ( Gossage, Rogers et al. 2003)الفقاري 

الطفيلي المسبب  كبير  بشكل  شمانياتالل  لداء  السريرية  التظاهرات  تتنوع المستهدف  للداء  بحسب نوع   ,Akhoundi)  ونوع النسيج 

Downing et al. 2017)،  يداء اللشمانيات الجلد  رئيسة هي  أشكال  ثلاثة  ويمكن تصنيفها إلى  Cutaneous Leishmaniasis (CL) 
المخاطي   الجلدي  اللشمانيات  الحشوي    Muco Cutaneous Leishmaniasis (MCL)وداء  اللشمانيات   Visceralوداء 

Leishmaniasis (VL)  (David and Craft 2009)،   ُالبشري   الجلدي  اللشمانيات  داء  عدوي  Anthroponotic Cutaneous 

Leishmaniasis (ACL)  الأكثر السورية  في   وتوطناً   انتشاراً   الشكل  العربية  بالنوع    ، الجمهورية  الإصابة  عن   L. tropicaوينتج 
(Tayeh, Jalouk et al. 1997, Ghatee, Taylor et al. 2020 ),  قد   مؤلمة  غير  تقرحات  حيث تظهر الآفات الجلدية على شكل  

 . (Dowlati 1996) دائمة ندبات تترك
 Pentavalent Antimonials  التكافؤ  خماسية  الأنتيموان  مركبات  أهمها  ،من الزمر الدوائية  قليل  عددتدبير داء اللشمانيات على    يعتمد

Sb(V)  الغلوكانتيمبشكليها الدوائيين (®Glucantime)   البنتوستام و (®Pentostam) في  أول  كخطم 1940 عام منذ, والتي تستخدم  
اللشمانيات  علاج المركبات    ,(Uliana, Trinconi et al. 2018)  داء  هذه  تعمل  فيهاحيث  يتم  دوائية  حركية    الشكل اختزال    وفق 

الشكل الثلاثي    Sb(V)الخماسي   الطفيلي    يتم قبطهحيث    المضيف  خلايا  ضمن  إمّا  Sb(III)إلى  عبر نمط خاص من من قبل 
الطفيلي  أو,  aquaglyceroporin (AQP1)  البروتينية  القنوات   Thiol-Sb(III)  الثيولات  مع  مستقرة  معقدات  يشكلحيث    داخل 

مع   يستنزف  glutathione (GSH)  الغلوتاثيون و  Trypanothione (T(SH)2) التريبانوثيون خصوصاً  داخل   مما  الثيولات  مخزون 
لإمع    Sb(III)  يرتبطكما    . (Wyllie, Cunningham et al. 2004, Jeddi, Piarroux et al. 2011)   الطفيلي الفعال   نزيمالموقع 

المؤكسد  التريبانثيون    يدكبريت  ثنائي  تحويل  عمليةتثبيط    إلى  يؤديمما     Trypanothione reductase (TryR)التريبانوثيون   اختزال
(T(S2 )    المختزل    التريبانثيون   ثيول  نائيثإلى(T(SH2)الهيدروجين   يروكسيدمضاد أكسدة فعّال يرتبط مع ب  , حيث يعتبر الأخير  
(2O2H  )الهيدروكسيل  وجذور  (OH)  (Beig, Oellien et al. 2015, Neto et al. 2014-Frézard, Monte),  جميع الأحداث السابقة  

 حساسيته  وتزيد منالطفيلي    داخل  Reactive Oxygen Species (ROS)  التفاعلية  الأكسجين  مركبات  مستويات  رفع  تعمل على
 Frézard, Demicheli)  والغشاء البلازمي للطفيلي  والبروتينات  ةالنووي  ضو الحم  في  كبير  ضرراث  حدإ, وبالتالي  التأكسدي  للإجهاد

et al. 2009) .  كما يعمل(Sb(III  السكري  التحلل  مسار تعطيلعلى Glycolysis  تثبيط اصطناع الأحماض الدهنية وfatty acid 

synthesis  (Herman, Gallalee et al. 1987).   ًيزيح   أيضا  (Sb(III   الزنك  أيون   (Zn(II   الزنك  إصبع  الانتساخ  عامل  في  zinc-

finger transcription factor  استقرار محدثاً    مكانه  ويحل تنظيم    وخللاً   بنيوي   عدم   عائلة  جينات  من  عددل  الجيني  التعبيرفي 
إلى(  Caspases)  الكاسبازات يقود   ,Laity, Lee et al. 2001, Frézard)(  apoptosis)  الطفيلي  استموات   عملية  تحريض  مما 

Demicheli et al. 2009, Bhandari, Guha et al. 2011)،  لشكل  لمباشر  ال  دورالذلك    إلى   يضافSb(V)  داخل    غير المختزل
  شديدة السمية  SbV-purineمعقدات  لوتكوينه  ناقلاتها    وتثبيطمن نمط البيورينات    الريبية  النكليوزيدات  مع  ارتباطه  خلال  منالطفيلي  

(Ferreira, Rocha et al. 2010),    نزيمإتثبيط  ب  يقومكما  DNA topoisomerase type1    الحمض وإحداث خلل في عملية تضاعف
 . DNA (Frézard, Demicheli et al. 2009)الريبي النووي منقوص الأكسجين 
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أو   مدروسة  غير  دوائية  لجرعات  المرضى  كتلقي  مضبوطة  غير  بصورة  الخماسية  الأنتيموان  لمركبات  الأمد  طويل  الاستخدام  إن 
لتطوير لشمانيا  ال  طفيلياتد الطريق أمام  مهّ ,  (Ponte-Sucre, Gamarro et al. 2017)  قبل حدوث الشفاء التام  العلاجالانقطاع عن  

 لها خازن  ك  التي تعتمد على البشر  الأنواعفي    خصوصاً نتيجة تعرضها لضغط اصطفائي مستمر    تجاه هذه الأدوية   تدريجيةمقاومة  
 من  تمكنه  اللدونة  من  عالية  بدرجة  اللشمانيا  جينومحيث يتمتع  ,  L. tropica  (Aït-Oudhia, Gazanion et al. 2011 )مثل النوع  

الناتج   السمي  الأثر  تقليل  للطفيلي  تضمن  بطريقة  Epigenetics  يالجين  وفوق   genomic  وميالجين  المستويين  على  تعديلات  إجراء
 ,Beverley)  ةمركبات الأنتيموان الخماسيمن قبل  معاوضة الأنزيمات المستهدفة  باللشمانيا    اتطفيلي  تقوم  إذ ,  لمركب الدوائيعن ا

Ellenberger et al. 1991, Borst and Ouellette 1995, Croft, Sundar et al. 2006 )    التحكم بآليات قبط المركب بالإضافة إلى
وبالتالي .  Efflux   (Madusanka, Karunaweera et al. 2024)طرده خارج الطفيلي  و   Sequestration وعزله  Uptakeالمعدني  

عند   هامةيعدُّ ميزة  داخل الطفيلي وهو ما    Sb(III)  ينقص تركيز  AQP1  التعبير عن البروتينات القنوية من النمط  انخفاضفإن  
 إلى الدوائية    طفيلي اللشمانيا خلال مراحل تطويره للمقاومة  يلجأ  بالمقابل,  (Marquis, Gourbal et al. 2005)  السلالات المقاومة

 خارج  الجينات المرمزة لها  تكرارمن خلال    الطفيلي   خارج  إلى  الدواء  وضخ   عزل  عن  المسؤولة   والنواقل   البروتينات عن  التعبير  زيادة
مما يؤدي إلى اختلال الصيغة    الصبغيات  تكرار بعض  طريق  عن  أو  Gene amplification  الجيني  التضخيمب  يعرف  فيما  الصبغي
حيث أكدت عدة دراسات أن  ،   Aneuploidy  (Beverley, Ellenberger et al. 1991, Borst and Ouellette 1995 )  الصبغية

 A   Multi-drug Resistance related Protein A (MRPAجين المقاومة الدوائية المتعددة المرتبطة بالبروتينالتعبير عن    زيادة

or ABCC3)    معقدات    وتغليف   عزليسرّع عمليةThiol-Sb(III)    خلويةالداخل    حويصلاتالضمن intracellular  vesicles    ويمنع
 .exocytosis  (El Fadili, Messier et al  إخراج خلوي   مسار  تمهيداً لطردها وفق,  داخل الطفيلي  الجزيئيةأهدافها    وصولها إلى

2005, Fekrisoofiabadi, Fekri et al. 2019)  طريق عن  النمط    P-glycoproteins  غليكوبروتين  مضخات  أو  -thiol-Xمن 

pump  موجودة على الغشاء البلازمي لطفيلي اللشمانيا  (Frézard, Monte-Neto et al. 2014)  التعبير عن  مستوى    يرتفع  حيث
اللشمانيا    P-glycoprotein A (Pgp A or ABCI4)  جين سلالات  الأنتيموانمقاومة  الفي  -Manzano, García)  لمركبات 

Hernández et al. 2013) .  من خلال تحفيز   ستقلابيةعلى المسارات الا  تعديلاتل  طفيلي اللشمانيا  إجراءلى ذلك فإن  بالإضافة إ
عن   Gamma-glutamylcysteine synthetase (γ-GCS)أنزيم  إنتاج   ثيول   اصطناع  لمعدل   المحددة الأولى    الخطوة  المسؤول 

بالإضافة إلى تحفيز إنتاج   ،(Madusanka, Karunaweera et al. 2024)  التريبانوثيون ثيول    إنتاج  فرط   وبالتالي(  GSH)  لوتاتيون الغ
  ز عز يو للأكسدة    ةالمضادلات  الثيو   من مستوى يرفع    T(SH2))المسؤول عن تحويل التريبانوثيون إلى الشكل المختزل    (TryR)أنزيم  

   . (Zabala-Peñafiel, Dias-Lopes et al. 2023) للإجهاد التأكسدي المضادة  الدفاعية الآليات
 : وأهدافه  البحث أهمية

  الصحية   الخدمات  جودة  انخفاض  إلى  بالإضافة,  السورية  العربية  الجمهورية  في  البشري   الجلدي  اللشمانيات  لداء الواسع  الانتشار  إنّ 
 أدى ,  لفترة زمنية طويلة  علاج هذا الداء  في  الخماسية  الأنتيموان  مركبات   علىبشكل رئيس    والاعتمادالأزمة    سنوات  خلال  المقدمة

الأمر ,  الدوائية  الزمرة  بهذه  المعالجين  المرضى  لدىومدى فعاليتها  المطبقة    العلاجية  نتائج البرتوكولاتتباين واضح في  تسجيل    إلى
 الضروري   من  أصبح  وبالتالي,  الدوائية  المقاومةدرجة  من حيث    مختلفة  ظاهرية  أنماط  ذات  محلية  سلالات  تطور  الذي يشير إلى

 المسببة  الآليات  وتحديدالخماسية    مركبات الأنتيموانتجاه  بين العزلات المحلية  في درجة الحساسية الدوائية  فروقات    وجود أي  رصد
 سبق  ما  على  بناءً و   طفيلي اللشمانيا.عند    الرئيسة  المقاومة  مسارات  من  لعدد  الجزيئي  المستوى   على  التغيرات  تقييم  خلال  من  لها

 النوع من محلية  عزلات ربعلأ المخمجة للبلاعم البشرية السوط داخلية للأشكال الدوائية الحساسية درجة تعيين إلى البحث هذا هدف
L.tropica  المقاومة  جينات  عن  التعبير  مستويات  وتحرّي   الخماسية  الأنتيموان  مركبات  تجاه  γ-GCS  وMRPA  وAQP1  وTryR  

 . Pgp Aو
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 مواد البحث وطرائقه: 
 :الطفيلي استنبات1.2.

 علم بقسم(  1)  سابقاً في مختبر البحوث  اللشمانيا المدارية المستنبتة والمنمّطة  محلية من طفيليات  لاتعز أربع   دُرست في هذا العمل 
ن  بجامعة  العلوم  كلية  في  الحيوانية  الحياة حيث  وسط    طفيلي  10×62قلُُ دمشق،   سائل  زرع  وسط  من  ml 5إلى    N.N.Nمن 

(Sigma) RPMI-1640  الجنيني  البقر  مصل  من  %10  ب ـ  مدعّم  FBS (Sigma) Fetal Bovine Serum  بالتسخين  المتممة  منزوع ،
بتركيز   Streptomycin  ستربتومايسين  الحيويين  الصادين  له  والمضاف  L-glutamine  (Sigma)   الغلوتامين  من  mmol/l 0.5و

100 g/ml   بنسلينالو  Penicillin  100  بتركيز unit/ml    مع المراقبة اليومية  م    26في درجة حرارة  وحضنت هذه المستنبتات الطفيلية 
الشكل   إلى  الوصول  حتى  Logarithmic Phase  اللوغاريتمي  الطور  بداية  من  بدءاً   والنشاط  والشكل  العدد  حيث  من

 .  Stationary Phaseالاستتباب طورفي  promastigote   metacyclicالممشوق 
 :المحيطي الدم من البلاعم البشرية عزل2.2.

باتباع الخطوات   Histopaque®-1077(  Ficoll)تم عزل الخلايا وحيدات النوى من الدم المحيطي البشري باستخدام مادة الفايكول  
تحتوي على   أنابيب ضمن المحيطي البشري  الدم من (ml 15) حيث جُمع  Sigma-Aldrichالمنصوح بها من قبل الشركة المصنعة  

مع   درجة مئوية  20  في حرارةلّبت بلطف عدة مرات لمنع تكوّن خثرات دموية، ووضعت الأنابيب بشكل أفقي  وقُ  (EDTA) مانع تخثر
 . PBS/EDTAالدارئة من(ml 15)  مماثل حجمالرج بلطف قبل البدء بعملية الفصل، ومددت العينة الدموية بإضافة 

أنبوب يحوي   إلى  السابق ببطء  المزيج  الفايكول    15mlأُضيف  التالية:(1077)من مادة  السابق وفق الشروط   ، ثم ثفل الأنبوب 

800g/30min/RT°/acc.1/decc0/    :لتتوضّع طبقة الكريات البيضاء وحيدات النوى واللمفاويات على شكل غلالة بيضاء بين طبقتين
الغلالة البيضاء باستخدام   البلازما القسم الأكبر من البلازما وسحبت  )في الأعلى( والفايكول )في الأسفل( حيث تم التخلص من 

من   40mlومددت إلى حجم نهائي    PBS/EDTAمن الدارئة    1mlالماصة بهدوء تام ونُقلت الى أنبوب جديد، حيث علّقت في  
من     3ml، أزيل بعد ذلك السائل الطافي وأضيف/400g/15min/RT°/acc.5/decc0الدارئة نفسها ثم ثفلت وفق الشروط التالية:  

وحرك المزيج السابق   1x buffer lysis RBC  )1Mm.0 EDTA-10Mm 3KHCO-0.15M Cl4(NH الحمراءدارئة حل الكريات  
لإيقاف   PBS/EDTAمن دارئة    40ml، ثم أضيف لها  30Sبحذر حتى تمام انحلال الراسب الأحمر، وحضنت على الثلج لمدة  

تم التخلص   بعدها،   /200g/15min/RT°/acc.5/decc5عمل دارئة حل الكريات الحمراء، ثم ثفل المزيج السابق وفق الشروط التالية:
وتم عد هذه    (IMDM,10%FBS,Pen/Strep) 1Xمن الوسط الكامل    1mlمن الطافي وعلّقت الرسابة الحاوية على الخلايا في  

خلية في كل    45x10وحُدد عدد الخلايا الحية والحجم الذي يجب أخذه لزراعة    Blue Ttrypanالخلايا باستعمال ملون أزرق التريبان  
 IMDMمن وسط الزرع    µl 100، تم توزيع الخلايا بالعدد المطلوب ضمن الآبار وأضيف لكل بئر    96بئر من آبار صفيحة الزرع  

لمدة ساعتين، بعدها تم التخلص من الوسط السابق وغسلت الخلايا بدارئة   درجة مئوية  37  حرارةل، وحضنت هذه الخلايا في  الكام
PBS1X  أعيدت الصفيحة إلى الحاضنة عند   مرتين لإزالة الخلايا اللمفاوية التي لم تلتصق بسطح الصفيحة وأضيف وسط جديد و

، تم تغيير الوسط كل ثلاثة أيام حتى استكمال تمايز الخلايا وحيدات النوى إلى بلاعم حيث  2CO  5%و  درجة مئوية   37حرارة  
 أيام من بدء الزرع.  9استغرقت هذه العملية حوالي 

 : خمج البلاعم بالأشكال أمامية السوط من طفيلي اللشمانيا المدارية3.2. 
من   إضافته  اللازم  العدد  تحديد  السوط  ابهدف  أمامية  النسبة  promastigote   metacyclicالممشوقةلأشكال   5:1لتحقيق 

، وتم التخلص من الطافي ثم غسلت الرسابة بدارئة min 7لمدة    rpm 2900من المستنبت الطفيلي بسرعة    3ml، ثفل  :بالعة(طفيلي)
PBS1X    1وعلقت بml    من وسط الزرعRPMI-1640  10، ثم أخذ µl   من المعلق الطفيلي وثبت بحجم مماثل من الفورم ألدهيد

الأربعة، ثم نقلت حجوم   العزلاتبهدف تحديد تركيز الطفيلي لكل عزلة من    neubauerوتم عد الطفيليات باستعمال عدادة    0.1%
 ، ثم أضيفت إلى آبار الصفيحة. µl 100ألف طفيلي لكل  200مناسبة من هذه المعلقات ومددت للحصول على تركيز 
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أمامية السوط بخمج البلاعم البشرية، والتحول    للسماح لطفيليات اللشمانيا  درجة مئوية  37  حرارةساعات في    4حضنت الصفيحة لمدة  
لطفيليات التي بقيت خارج ثلاث مرات للتخلص من ا  PBS1Xغسلت بدارئة    ثم،   amastigoteداخلها إلى الأشكال داخلية السوط

 . في الخطوة التالية المادة الدوائيةوسط الزرع مع جميع الآبار تمهيداً لإضافة ة الغسل من بعدها سُحبت دارئ ,البلاعم
  IC50وتحديد قيم التراكيز المثبطة للنصف  للأشكال داخلية السوطساب نسب التثبيط المئوية ح 4.2.

 Sb(V)الحاوي على مركب الأنتيموان الخماسي    (®Sodium Stibogluconate, Albert David)الشكل الدوائي بنتوستام  انطلاقاً من  
عن طريق تخفيفها بحجم مناسب  µg/ml - 250 µg/ml-1000 µg/ml 100:  التالي  التراكيز   تدرجتحضير  تم    mg/ml 100تركيز  ب

 من سلسلة التراكيز السابقة,  100µlبــــ    من العزلات الأربعة في صفيحة الزرع  آبار كل عزلة  عولجتامل, ثم  الك  IMDMوسط  من  
 ، (الكامل فقط  IMDMمن وسط    100µlأضيف له  )  عزلة  كل  من  Sb(V)بــ    معالج  غير  شاهد  مع تركتركيز,    لكل  مكررين  بواقع

 .2CO %5و درجة مئوية 37أعيدت إلى الحاضنة عند حرارة  و 
 ل يجفي المجهر المقلوب تم تس  40Xوباستخدام التكبير  %10ساعة ثبتت العينات بالميتانول ثم لونت بملون غيمزا    24بعد مرور  

في )عدد الأشكال داخلية السوط/ بالعة(  ل الحمل الطفيلي  ب معدّ ثم حُس ,  خمجةبالعة مُ   كل  المتواجدة داخل  اللشمانيا  طفيليات  عدد
نسبة التثبيط المئوية لكل تركيز دوائي    حُسبت  بعدها  ,مخمجة  بالعة100 لعدد الطفيليات في  كل بئر من خلال أخذ المتوسط الحسابي  

 في كل عزلة من العزلات الأربعة وفق العلاقة التالية: 

) =نسبة التثبيط المئوية 
معدل الحمل  الطفيلي  في  العينة  المعالجة 

معدل الحمل  الطفيلي  في العينة  غير المعالجة 
− 1)× 100 

 .ةعزلات الأربعالكل عزلة من   في IC50بالاعتماد على نسب التثبيط المئوية الناتجة تم حساب قيم 
 : الجينيدراسة التعبير 5.2.

  السوط داخليالطور  من الكليRNA  عزل1.5.2.
 ,درجة مئوية  37في حرارة    promastigote   metacyclicلأشكال أمامية السوط الممشوقةحاوية على الا  ةالسائل  الزرع  طاوسأ  تحضن

من كل  أخذت حجوم مناسبة بعدهاساعة,  72خلال   amastigoteحيث أكملت العزلات الأربعة تمايزها إلى الأشكال داخلية السوط 
الرسابة    لأعيد ح و   , الطافي  السائل  أزيلثم  ,  دقائق  8  لمدة  rpm  3000  سرعةعلى  وثفلت    طفيلي  107×7عدد    للوصول إلىزرع    وسط

 معقم   محقنباستخدام    حيث تمت مجانسة العينات  Trizol  (TRI Reagent®, Sigma)  يزولالتر   من مادة  1mlبإضافة    الطفيلية
  ضيف أ  ثم  دقائق،  خمس  لمدة  الغرفة  حرارة  درجةفي    تركت العيناتبعدها  عدة مرات  وإفراغها    العينة  سحبمن خلال    3ml  سعة

0.2ml  درجة في    دقيقة  15  لمدة  حضنتبعدها    ثانية،  عشرة  خمس  لمدة  جيداً   رجّتثم    إغلاقها  وأحكمإلى كل عينة   الكلوروفورم  من 
  لثلاثة   السائل  فصل  التثفيل  هذا  عن  نتج  مئوية،  درجة  2  حرارةفي    دقيقة  15  لمدة  g 12000  سرعةت العينات على  ثُفلو ,  الغرفة  حرارة

 أحمر   سفلي  طور   الإضافة إلى ب  ،DNAالـ  على   يحوي   متوسط  طورو   ، RNAالـ  على   عديم اللون يحوي   علوي   طور  مختلفة هي   أطوار 
 من   0.5ml  وأضيف له  1.5ml  سعةجديد    أنبوب  إلى  ،RNAالـ  على   الحاوي   العلوي   الطور  نُقل  .مختلفةالطفيلي ال  بروتينات  يضم

  10لمدة  g 12000على سرعة    الأنابيب  تثفل  بعدها  . دقيقة  15في درجة حرارة الغرفة لمدة    الإيزوبروبانول مع المزج جيداً, ثم ترك
  الإيزوبروبانول  من  التخلص بعدها تم    ،أسفل وجانب الأنبوب  بيضاءالالكلي    RNAـال  رسابة  لتتجمع  مئوية،  درجة 2في حرارة    دقائق

 لمدة   g 7500  على سرعةالعينات    ثُفلت  ثم  الدوّارة،  المازجة  باستخداممع الرج    %70  الإيثانول  من  1ml  بإضافة  الرسابة  سلتغُ و 
تحت ساحبة   جيداً   الرسابة  وجُففت  باستخدام الماصة  %70  الإيثانول  من  التخلص  تلا ذلك  مئوية،  درجة  2  حرارةفي    دقائق  خمس
 15درجة مئوية لمدة    55حرارة  في  مع المزج المتكرر    DNase  الـو   RNase  الخالي من الـ  الماء  من   50µl  أضيف لها  ثم  ،الهواء
 أُضيف  حيث  DNase I  (Fermentas, Canada)أنزيم  عينات بعُولجت الجينومي  ال  DNA  ـالتخلص من أي بقايا للولضمان    .دقيقة

 30  لمدة  مئوية  درجة   37  حرارة  في  العينات  حُضنتثم    ،من الدارئة الخاصة بالأنزيم  6µlمع    DNase I  أنزيم  من  6µl  لكل عينة
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من   وذلك  دقائق  10  لمدة  مئوية  درجة  65  حرارة  في  العينات  حضنتو   DNase stop solution  محلول  من  6µl  أُضيف  بعدها  دقيقة،
 .لاحقاً  استخدامها لحين مئوية درجة(  -80) حرارة في عيناتال بعدها حفظت نزيم،الأ عمل  إيقافأجل 

الكلي   RNA  الـ  تراكيز  وقيست  ,1%  بتركيز  أغاروز  هلامة   على  الأفقي  الكهربائي  الرحلان  بتقنية  لو عز مال  RNAالتأكد من جودة  تم  
 . Nanodrop 2000مقياس الطيف الضوئي النانوي باستخدام جهاز  اوحددت نقاوته

 (   (cDNAمتمم DNA إلى mRNA تحويل 2.5.2.
 GScript First-Strand Synthesis)باستخدام طقم    (cDNA)متمم    DNAإلى  كل عينة    منالكلي    RNA  ـحولت كمية ثابتة من ال

Kit;GeneDirex)  ميكروغرام   1  كميةأخذ حجم مناسب يحوي على  وفق الخطوات التالية:    الشركة المصنعة  حيث تم اتباع تعليمات
  منقوصة   الريبونيكليوتيداتمن  1µl و  µmol 50بتركيز    Oligo (dT)من مرئس عديد التيميدين    1µlوأضيف له  المعزول    RNAمن  

 النكلياز   أنزيمات  من  خال    عقيم  ماء  بإضافة  13µl  إلى  الحجم  أُكمل  ثم,  10mmolبتركيز    dNTP mixالأربعة    بأنماطها  الأكسيجين
 للمزيج السابق  على الثلج, ثم أضيفمباشرة  بعدها ثفل لعدة ثواني ووضع  درجة مئوية,    65دقائق في حرارة    5المزيج لمدة    وحضن

4µl    من دارئة التحويل(5X 1st strand buffer)  1وµl    مركب  من Dithiothreitol (DTT)  0.1بتركيز  mol  1وµl    من أنزيم النسخ
للوصول إلى حجم نهائي   النكلياز  أنزيمات  وكمية مناسبة من الماء الخالي من  unite/µl 200  بتركيز  GScript RTaseالعكسي  

20µl  لإنجاز عملية التحويل إلى ,cDNA  عمل    إيقافبعدها تم    ,درجة مئوية  50لمدة ساعة في حرارة  المكونات السابقة    حضنت
في المجمدة بدرجة حرارة   ت نواتج التحويلحُفظ, ثم  درجة مئوية  70دقيقة في حرارة    15أنزيم النسخ العكسي عن طريق الحضن لمدة  

 .ادرجة مئوية لحين استعماله -20
 qRT-PCR الاختبار الكمي للتفاعل السلسلي للبوليميراز بوساطة الجينيقياس التعبير 3.5.2.

 -qRT)في الزمن الحقيقي  التفاعل السلسلي للبوليميراز  طُبّق  بهدف تحرّي الاختلافات بين العزلات الأربعة على مستوى التعبير الجيني,  

PCR)    على عيناتcDNA   جين المقاومة الدوائية المتعددة المرتبطة  الجينات الهدفية التالية:  ب خاصة    مرئسات نوعية  باستخدام   المُصنّعة
جين  ال و   (AQP1)من النمط    قنوات الأكوابورينات ل   ة المرمز جين  ال و   A  (Pgp A)مضخة غليكوبروتين  ل   ة المرمز جين  ال و   A   (MRPA)بالبروتين 

, بالإضافة إلى  (γ-GCS)  جلوتاميل سيستئين - لأنزيم اصطناع جاما   ة المرمز   GSH1جين  و   (TryR)لأنزيم اختزال التريبانوثيون    ة المرمز 
 Maxima SYBRل طاقم  تعم اس حيث    . ( 1)الجدول    Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  (GAPDH)  ة المرجعي   جين ال 

green/ROX qPCR, Thermo, Lithuania    25لتحضير حجم نهائي قدرهµl    12.5  يحوي على لكل تفاعلµl    منqPCR master mix 

2 x ,  200ng   منcDNA ,   0.5وµmol   الخالي   المعقم   العكسي, بالإضافة إلى حجم مناسب من الماء  التّقدّميّ و المُرئس   لكل من المُرئس  
ضُبِطت النكلياز   أنزيمات   من  الشروط    وفق   (RT-qPCR, Agillant Technologies, USA)الكمي    الحراريّ   المدوّر   جهاز   إعدادات   . 

،  95 في  ثانية    (15دورة  40 ،  م   95 في  دقائق   10 التالية:   . م   72 في  دقائق 6 و ) م   72 في  ثانية  30 م  ،  59 في  ثانية  30 م 
 qRT- PCR النيكليوتيدية للمرئسات النوعية المستخدمة في تفاعلاتالتسلسلات   .(1)الجدول 

 PCR (bp)ناتج  ′3—′5 التسلسل النيكليوتيدي  المرئس  الجين 

Reference gene 
GAPDH-F AGCTCGGTCTACGACTCCAA 

101 
GAPDH-R GTAGCCCCACTCGTTGTCAT 

Multi-drug resistance related protein A 

MRPA(ABCC3) 

MRPA-F TGGGACTTGTGCTGACACTC 
146 

MRPA-R CTGCGAAACTGTGAAGCACT 

Aquaglyceroporin 1 
AQP1-F AATCTTCGCCACATACCCTAAT 

159 
AQP1-R ACAAACAACAGTAGTCCAATAGCC 

Gamma-glutamylcysteine synthetase 

(γ-GCS) 

GSH-F AGCCCTGCTTTTACACCAAG 
173 

GSH-R CTTGCCGTTGAAGATCTCGT 

P-glycoprotein A (LABCI4) 
PGPA-F GGTCTCATCTCGCTGTCACT 

108 
PGPA-R ACGCTCCACGCTGTTCAT 

Trypanothione reductase 
TryR-F CATCAACGAGAGCTACAAGAGC 

157 
TryR-R GAGGATGTACTCCGTGTCGAG 

(Soleimanifard, Arjmand et al. 2014, Mohebali, Kazemirad et al. 2019 ) 
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 Percent Relative Expressionباستخدام طريقةالمنتسخ عن كل جين مدروسة بالنسبة للجين المرجعية    mRNA  ال ـ  مستوى   حُدد

Ratio (%RER)    الحدية    ةالدور   تعيين  من خلالوذلكCycle Threshold (CT)    ضمن    الهدف والجين المرجعيةلكل من الجين
-∆ CT(  ×  100  بعدها طُبّقت العلاقة  الهدفالجين   CT الجين المرجعي من CT طرحالناتجة عن    ∆CTقيمة    تبحُسثم  ,  العزلة نفسها

2)  %RER = . 
 الدراسة الإحصائية:  6.2.

معادلة   بعد الحصول على  IC50سبت قيم  حُ و   (9.5.1)الإصدار     GraphPad Prismلدراسة الإحصائية باستخدام برنامجتم إجراء ا
  لكل عزلة من العزلات الأربعة.  بين تركيز مركب البنتوستام وبين نسبة التثبيط المئويةالانحدار الخطي البسيط الناتجة عن العلاقة  

 Microsoft  برنامجم  ااستخدب(  CT∆ -2(  ×   100  ةوحُسبت قيم  PCR -qRTالناتجة عن تفاعلات    الجينيالتعبير  عولجت بيانات  

Excel  (2010)الإصدار . 
 Tukey'sاختبار توكي متعدد المقارنات  استخدم    كما  ,بين العزلات  الفروقات  لبيان معنوية(  (ANOVAاختبار تحليل التباين    طُبّق

multiple comparisons test    الجرعة المثبطة للنصف  الاختلافات بين العزلات الأربعة من حيث  عند مقارنةIC50    قيم ومتوسط
CT∆    المتغيرين  بينارتباط  علاقة  م وجود  قيّ كما    .من الجينات المدروسةكل جين  IC50  وCT∆    وفق معامل الارتباط كل جين

 . Pearson's R بيرسون 
اعتبرت النتائج ،  mean±SDالانحراف المعياري    ±باحتساب المتوسط  عن جميع النتائج    عُبّرو   (n=3)ثلاث مرات    التجربةكررت  

 . P<0.05معتد بها احصائياً عند 
 . النتائج: 3

 :IC50وتحديد قيم التراكيز المثبطة للنصف  الأشكال داخلية السوطحساب نسبة تثبيط  1.3.
المئوية التثبيط  نسب  حساب  مضي    تم  بعد  الأربعة  العزلات  من  عزلة  كل  من    24في  متدرجة  تراكيز  إضافة  على   مركبساعة 

 . (2الجدول )حيث جاءت النتائج كما هو موضح في , ال داخلية السوطإلى البلاعم المخمجة بالأشك البنتوستام
من    ساعة 24بعدوذلك  , (%)ـ مقدرة ب   (L1-L4)التي أظهرتها العزلات المحلية من طفيلي اللشمانيا المدارية نسب التثبيط المئوية  .(2)الجدول 

 م  البنتوستامركب ثلاثة تراكيز مختلفة من  ب معالجتها 
 100 µg/ml 250 µg/ml 1000 µg/ml 
L1 16.11±2.61 34.46±3.81 80.36±2.39 

L2 7.30±1.91 17.52±2.19 60.21±2.21 

L3 5.12±3.44 13.81±2.73 54.29±2.49 

L4 15.09±1.44 34.33±2.86 77.17±3.23 

معادلة الانحدار تطبيق    في كل عزلة من خلال  IC50قيمة الجرعة المثبطة للنصف    حُددتالسابقة  اعتماداً على نسب التثبيط المئوية  
ثقة عند مستوى    IC50في قيم    ( p < 0.05)العزلات الأربعة فروقاً معنوية    وسجلت  (1كما هو موضح في الشكل )البسيط    الخطي

 بين العزلات   IC50أقل قيمة    L1العزلة    أعطتبينما   L4ثم العزلة    L2ها العزلة  تلت  IC50  أعلى قيمة  L3  حيث أظهرت العزلة  95%
 .الأربعة
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  بالإضافة إلى قيمة , (L1-L4)في العزلات  المئوية التثبيط نسب كيز مركب البنتوستام و اتر  بين العلاقة  رسم عن الناتجة  البيانية الخطوط (. (1الشكل 

  /lmµgــ مقدرة ب  50ICجرعة المثبطة للنصف ال
 

 الجينيالتعبير نتائج  2.3.
  rRNAعصائب ذات وزن جزيئي منخفض مميزة للـ  ، و 1.88و  1.82تراوحت بين    المعزولة درجة نقاوةالكلي     RNAالـ  أظهرت عينات

وخلو العينات من الـ   RNAدون وجود أي عصابة ذات وزن جزيئي مرتفع في أعلى البئر مما يؤكد جودة عملية عزل الـ  (  2الشكل )
DNA  الجينومي 

 

 
   %1على هلامة آغاروز  (L1-L4) المستخلص من العزلات  الكلي  RNAلعينات الـ الأفقي  كهربائي الرحلان الصورة   (. (2الشكل 

M : 1الواسم المعياريoo bp 
ظهرت   حيث,  cDNAالكلي المستخلص من كل عزلة إلى    RNAمن الـ    (1µg)  كمية ثابتة  تحويل  بعد  qRT- PCRأجريت تفاعلات  

 (. 3كما هو موضح في الشكل ) للجينات المدروسة تضخيمتمثل حركية تفاعل الالنتائج على شكل منحنيات 
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   qRT- PCRشكل تمثيلي لمنحنيات التضخيم في تفاعلات   (. (3الشكل 

من قيمة التعبير عن الجين  مئوية ةنسبك راً عنها عبّ مُ  (qRT- PCR) التضخيم في الزمن الحقيقي تنتائج تفاعلا (3)يوضح الجدول 
 ANOVA اختبار تحليل التباينظهر  يُ و   ,∆CTقيمة    كلما انخفضت  mRNA  الـ  التعبير النسبي عن  يزدادحيث    ,(RER%)  المرجعي

، مما يشير إلى اختلافات العزلات الأربعة  بين  Pgp Aو  TryRو  GSH1للجينات    CT∆  متوسطات قيمل  ( p < 0.05)فروقًا معنوية  
أي فروق   AQP1و MRPA لم تُظهر الجينات  بينما ,بين العزلاتعن هذه الجينات  مستوى التعبير النسبي  في    ذات دلالة إحصائية

 . %95معنوية عند مستوى ثقة 
مقارنة بالجين المرجعية   Pgp Aو  TryRو  AQP1و  MRPAو  γ-GCSعن الجينات  RER%قيم المئوية للتعبير النسبي  ال .(3)الجدول 

GAPDH في كل عزلة من العزلات المحلية الأربعة  (L1-L4) 
Gene Isolate  متوسطCT ∆ SD CT ∆-100×2 % 

F 

P value 

MRPA 

L1 4.68 0.28 3.90 % 

0.3508 
L2 4.72 0.19 %3.79 

L3 5.04 0.14 %3.04 

L4 4.87 0.21 %3.42 

GSH1 

L1 1.78 0.21 %29.18 

>0.0001 
L2 1.13 0.09 %45.69 

L3 0.61 0.06 %65.52 

L4 1.69 0.21 %30.99 

AQP1 

L1 1.96 0.22 %25.70 

0.1236 
L2 2.04 0.24 %24.32 

L3 1.95 0.05 %25.88 

L4 2.29 0.11 %20.45 

TRYR 

L1 2.11 0.26 23.16% 

>0.0001 
L2 1.56 0.09 %33.92 

L3 0.57 0.04 %67.36 

L4 1.83 0.17 %28.13 

Pgp A 

L1 4.30 0.15 %5.08 

0.0008 
L2 4.43 0.05 %4.64 

L3 3.67 0.22 %7.86 

L4 4.25 0.09 %5.26 

 
من الجينات المدروسة   لكل جين  CT∆  من حيث قيم(  L4  و  L3  و  L2  و  L1)  الأربعة  العزلاتمخططًا مقارنًا بين    (4)يوضح الشكل  

ل أي فروق معنوية سجّ لم تُ , حيث  عند تطبيق اختبار توكي متعدد المقارناتمثنوياً    الدلالة الإحصائية للفروقات بين كل عزلتين  مع
(p > 0.05 )    قيم  في∆CT    العزلات لبين  من  الأربعة  المقارنة    أظهرتبينما    ,AQP1و  MRPA  جينكل   γ-GCSللجين  نتائج 

(GSH1)  معنوية  اً فروق  (p < 0.05  )المثنوية  باستثناء  العزلات  مثنويات  جميع  في  (L1،  L4),  جينلل  بالنسبة  أما  TryR    جاءت فقد 
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 بينما لم تظهر مثنويات العزلات ,  ( L2 , L1)و(  L3 ,L4)و(  L3 ,L2)و(  L3 ,L1)  العزلات  مثنويات في( p < 0.05)  معنوية  فروق ال
(L4  ،L2)  (وL4 ,L1)  قيم  أظهرت نتائج مقارنة  في حين  ,أي فروق معنوية  ∆CT  جينل  Pgp A   ّالعزلة  أن  L3  التي   الوحيدة  هي 

 .العزلات باقي مع( p < 0.05) معنوية فروقًا سجلت

  
  العزلات الأربعة  منعزلة  في كل   Pgp Aو  TryRو γ-GCS(GSH1)و  AQP1و MRPA للجينات  ∆CTقيم  بينمخطط مقارنة   (. (4الشكل 

(L1-L4) :*  إحصائي،  معنوي  فرق  وجود  تمثل :ns  إحصائي  معنوي  فرق  وجود  عدم  تمثل . 
جين   ∆CTبين  (p < 0.05)دلالة إحصائية  ذات(r = - 0.982) قوية عكسية وجود علاقة ارتباط  بيرسون الارتباط  معاملأظهر 

γ-GCS وقيم IC50  العزلات الأربعة, بينما لم تكن معاملات الارتباط للجينات الأخرى ذات دلالة إحصائية(p > 0.05)    عند
 (. 5الجدول )في  وضح كما هو م, %95مستوى ثقة 

 ة.العزلات الأربع IC50و الجين ∆CTالتحليل الإحصائي لمعامل الارتباط بيرسون بين  .(4)الجدول 
Pearson Correlation IC50 vs MRPA IC50 vs γ-GCS IC50 vs AQP1 IC50 vs TRYR IC50 vs Pgp A 

r 0.6934 0.9820   - - 0.4593 - 0.9000 - 0.5720 

p value 0.3066 0.0180 0.5402 0.1000 0.4280 
 

 : المناقشة. 4
الواسع الانتشار  البشري   داءل  إن  الجلدي  بالنوع    اللشمانيات  الإصابة  عن  السورية   في   L. tropicaالناجم  المحافظات  من   العديد 

(Hayani, Dandashli et al. 2015)    في علاج هذا الداءمركبات الأنتيموان الخماسية  الاستخدام طويل الأمد لبالإضافة إلى  (Aronson, 

Herwaldt et al. 2016)   البشري  الخازن ضمن    ضغط اصطفائي مستمر  إلى  هذا النوعمن    السلالات المحلية  عرّض  (Aït-Oudhia, 

Gazanion et al. 2011)    مما  دورات علاجية غير كاملةغير مدروسة أو  جرعات دوائية  لبهذا الداء  خصوصاً عند تلقي المصابين ,
بين سلالات النوع لمركبات الأنتيموان الخماسية  من حيث درجة الحساسية الدوائية    مختلفةأنماط ظاهرية    تطوّر  الفرصة أمام   أتاح

دراستنا    ختلافاتالا  هذه  تلوحظ حيث    ,(Ponte-Sucre, Gamarro et al. 2017)  الواحد قيمفي  مقارنة  لمركب   IC50  الـ  عند 
مركب للتأثير المثبط  ال  واضح فيتباين    وجود  بالإضافة إلى ,  (p < 0.05)  معنويةوالتي أظهرت فروقاً    المحلية  بين العزلاتالبنتوستام  

 ,ضعفاً   1.7بحدود  فرقاً    (IC50 L3 / IC50 L1)حيث أعطت النسبة    L1  الأقل مقاومةالعزلة  و   L3الأكثر مقاومة    العزلة   بين  دوائيال
 جميعها وتنتمي من مرضى غير معالجين سابقاً بمركبات الأنتيموان الخماسية أُخذتقد  العزلاتهذه جميع  أنعلى الرغم من  وذلك 

ختلافات الاهذه    أنّ إلى    يشيرمما  ,  من نفس المصدربلاعم بشرية معزولة    داخلدرجة حساسيتها  اختُبرت  و   L. tropicaإلى النوع نفسه  
 ,Chargui)النوع الواحد لطفيلي اللشمانيا    ضمنمتغايرة  ومرتبطة بأنماط جينية    جزيئي  ذات أساسالمحلية  بين العزلات  الظاهرية  

Amro et al. 2009, Hide, Marion et al. 2013) . 
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, المختلفةمسارات  إلى العديد من الآليات والطفيليات اللشمانيا على خفض درجة حساسيتها لمركبات الأنتيموان الخماسية    تعود قدرة
الآليات   ماهيّةأمراً بالغ الأهمية لتحديد  يُعدُّ    المختلفة  الحساسية الدوائيةبدرجات    المرتبطة  الجزيئية  المؤشرات عن  الكشف  وعليه فإنّ 

قدرة طفيليات   دعحيث تُ   ,(Biyani, Singh et al. 2011)المسؤولة عن تطوّر المقاومة بين طفيليات اللشمانيا في المناطق الموبوءة  
 AQP1 (Decuypere, Rijalإليها عن طريق خفض نسبة التعبير عن البروتينات القنوية  Sb(III) اللشمانيا على مقاومة دخول الـ 

et al. 2005, Marquis, Gourbal et al. 2005)    تسريع عملية عزل معقدات  قدرتها على  أوThiol-Sb(III)   من خلال زيادة التعبير
من أهم الآليات   MRPA  (Mohebali, Kazemirad et al. 2019, Khanra, Das et al. 2022)عن جين المقاومة الدوائية المتعددة  

دراستنا لم تسجل أي  العزلات الأربعة في  , إلا أن  مركبات الأنتيموان الخماسيةطفيليات لتطوير مقاومة تجاه  هذه الالتي تستخدمها  
على الرغم من وجود تباين واضح في قيم الـ وذلك  ,  MRPAو  AQP1تراتبية معنوية من حيث قيم التعبير النسبي عن الجينات  

IC50  ,  الجينتينحيث كل من  دون فروق معنوية  CT∆قيم    سجلت  العزلات من  اتباع مما يشير إلى    ,(p > 0.05)  متقاربة بين 
, الدوائية  الناتج عن مركبات الأنتيموان الخماسية ورفع درجة مقاومتها  الأثر السميمسارات أخرى تسمح لها بخفض  ل  طفيليات اللشمانيا

للنصف قيمة الجرعة المثبطة  من حيث    ( L3>L2>L4>L1)واحدة    زلات الأربعة وفق تراتبيةاصطفاف الع  عن  نتائجنا  كشفتحيث  
(IC50  ومن حيث )  جين  مستوى التعبير النسبي عنGSH1    المُرمّز لأنزيمγ-GCS    مستويات الجلوتاتيون    تزايدوبالتاليGSH   في 

علاقة التحليل الإحصائي وجود    بيّن   كما  ,منخفض(  IC50مقارنة بالعزلات الأقل مقاومة )  (مرتفع  IC50كثر مقاومة )العزلات الأ
الأمر الذي يتفق مع نتائج دراسة ,  γ-GCSأنزيم    ر عنمستوى التعبيارتفاع  بين  و العزلات    مقاومة  تصاعدبين  (  r = 0.98)  قويةارتباط  

 γ-GCSارتباط إيجابي بين التعبير عن إنزيم  خلصت إلى وجود علاقة لات سريرية مقاومة للأنتيموانات  على عز   2022أجريت عام  
الـ   دراسات  ربطت    كما  (Khanra, Das et al. 2022) ـIC50وقيم  زيادةأُخرى  عدة  أنزيم    بين  عن  مستوى   γ-GCSالتعبير  وارتفاع 

 Torres, Adaui et al. 2010, Neeloo Singh, Mitali Chatterjee et)  الخماسية  للأنتيموانات  السريرية المقاومة  في العزلاتثيولات  ال

al. 2014, Mohebali, Kazemirad et al. 2019)    نفسوبالمثل الأربعةللالسابقة  التراتبية    لوحظت  يتعلق  عزلات  التعبير   فيما  بزيادة 
  لت العزلة سجّ   كما  بين العزلات,  IC50  قيم الـمع ارتفاع    توافقيبشكل    TryRالنسبي عن الجين المرمز لأنزيم اختزال التريبانثيون  

 مقارنة بباقي العزلات,   TryRفي كمية التعبير النسبي عن أنزيم    (p < 0.05)ذات دلالة إحصائية   زيادة واضحة   L3  الأكثر مقاومة
أن زيادة  إلى    عدة دراسات خلصت  مع  بما يتفق  , في العزلات الأكثر مقاومة   T(SH2 )) تركيز الشكل المختزل    إلى زيادة   الأمر الذي يشير 
ارتفاع  و   TryRجين    ( amplificationتضخيم ) ترافق مع  ت و المقاومة لمركبات الأنتيموان الخماسية    في العزلات تلاحظ  مستويات الثيول  

وفي    , ( Mittal, Rai et al. 2007, Adaui, Schnorbusch et al. 2011, Rai, Bhaskar et al. 2013) ه  المنتسخ عن   mRNA  مستوى ال ـ
لخفض درجة حساسيتها تجاه مركبات الأنتيموان  على استخدام أكثر من مسار في آن واحد    L3أشارت نتائجنا إلى قدرة العزلة    سياق آخر 
  ( p < 0.05) زيادة معنوية    -   TryRو    γ-GCS(GSH1)إلى جانب تسجيلها لأعلى معدل تعبير عن الجينات    - أظهرت   حيث الخماسية  

أي فروق    L2, L1, L4العزلات    تظهر بينما لم    , العزلات باقي  عن    Pgp Aقيم التعبير النسبي عن الجين المرمّزة لمضخة غليكوبروتين    في 
  والتخلص من تأثيرها السام   إلى خارج الطفيلي   Thiol-Sb(III)على دفق معقدات    L3قدرة العزلة    وبالتالي تزداد ,  ( p > 0.05)   بينها   معنوية 

 (Manzano, García-Hernández et al. 2013, Soleimanifard, Arjmand et al. 2014 ) .   
  TryRو  γ-GCSتحفيز إنتاج كلًا من أنزيمي  إلى    الأكثر مقاومة العزلات المحلية ميل   إلى الدراسة  هذه  خلُصت  ,سبق  بناءً على ما

أو طرده خارج  تمهيداً لعزله   Sb(III)  الاقتران مع الـعلى  قادرال  T(SH2))  الشكل  منضمن مسار استقلابي يهدف إلى إيجاد وفرة  
يُضاف إلى ذلك أن العزلات الأكثر مقاومة ونتيجة للتحفيز السابق لمسارات ,  (Madusanka, Karunaweera et al. 2024)الطفيلي  

مقاومة الإجهاد    وبالتالي تزداد قدرتها على  T(SH2))و  GSHاصطناع الجلوتاتيون واختزال التريبانثيون تمتلك زيادة في مستويات الـ  
 ,Mandal, Wyllie et al. 2007, Rai) على الطفيلي    وتحييد أثرها الضار  مع الجذور الحرة  تفاعل هذه الثيولات من خلال  التأكسدي  

Bhaskar et al. 2013)  .  مضخة    دورتحديد    يتطلببينماPgpA (ABCI4)   العزلات   في عند  الدوائية  الحساسية  درجة  خفض 
   .لمركبات الأنتيموان الخماسية الدوائية تهامقاومدرجة  من حيثالمتباينة المحلية تشمل عدد أكبر من العزلات لدراسة أوسع المحلية 
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 :الاستنتاجات. 5
تجاه    L. tropicaلنوع  من العزلات المحلية  الأشكال داخلية السوط التابعة لوجود فروق واضحة في درجة الحساسية الدوائية بين   •

 . الخماسية )البنتوستام( ات الأنتيموانمركب

الخماسية   • الأنتيموان  مركبات  تجاه  الدوائية  الحساسية  درجة  انخفاض  المحلية  ارتباط  العزلات  الجينات عند  عن  التعبير  بزيادة 
GSH1 وTryR. 
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