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 الممخص

يرتبط بشوارد الكالسيوـ  ،كيمو دالتوف 55، بروتيف يبمغ وزنو الجزيئي 5الأنكسيف 
مفوسفاتيديؿ سيريف أحد الشحوـ الفوسفورية المكونة لمغشاء ز بألفتو العالية لتاموي

ماً لعممية الموت الخموي المبرمج، تبيف أف بروتيف ميالخموي. بالإضافة لكونو واسماً 
ذو صمة بالعديد مف التغيرات الخموية والفيزيولوجية ويتواجد في أمصاؿ  5الأنكسيف 

لحيوية والتطبيقات لتقانة ابحاث امة في أميالعديد مف المرضى. تعد الأضداد أداة 
الطبية العلاجية والتشخيصية. تستيدؼ الأضداد متعددة النسيمة عدة محددات 

(. في ىذا العمؿ، تـ تحضير Antigen( مف المستضد )Epitopsمستضدية )
(، E.coliالمؤشب وذلؾ بالتعبير عنو في الإشريكية القولونية ) 5 بروتيف الأنكسيف
 السائمةالألفة كروماتوغرافيا لازما ىذه البكتريا باستعماؿ طريقة وتنقيتو مف سيتوب

النقي المحضر في مُسَاعِد فروند وذلؾ  5بالأنكسيف المعدنية. تـ تمنيع الأرنب 
يـ الاستجابة المناعية بيدؼ الحصوؿ عمى أضداده النوعية المتعددة النسيمة. تـ تقي
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نُقيت الأضداد مف  . Gية مف الصؼلينات المناعو الغموبومعايرة للأرنب الممنَع 
أظيرت النتائج قدرة ىذه الأضداد النوعية . Aمصؿ الأرنب باستخداـ عمود البروتيف 

في اختباري  5المتعددة النسيمة المحضرة في الأرنب عمى الكشؼ عف الأنكسيف 
المقايسة المناعية الأنزيمية والتبصيـ المناعي. كما تمكنت ىذه الأضداد مف التقاط 

التجاري في تحديد تركيز  يمكف توظيفيا كبديؿ عف الضدّ ومف ثّـَ  5لأنكسيف ا
في العينة المدروسة ومف الممكف وسـ ىذه الأضداد في المستقبؿ بغية  5الأنكسيف 

 في النسيج الحي. 5 تحديد موقع الأنكسيف
 
 
 

ة الأضداد متعدد الأرنب، ، التعبير البروتيني،5الأنكسيف  :الكممات المفتاحية
 النسيمة.
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Abstract 
Annexin -V (ANXV), a 35- kDa protein, binds with high 

affinity to phosphatidylserine (PS) in the presence of calcium ions. It has 

been considered as sensitive and specific probe to mark apoptosis. ANXV 

correlates to several cellular and physiological processes and is found in 

serums of many patients.  Antibodies are essential tools of biomedical 

and biochemical researches. Polyclonal antibodies are produced against 

different epitopes of antigens. In this work, soluble recombinant human 

ANXV was produced in Escherichia coli. ANXV was then purified by 

FPLC. The specific polyclonal antibody was produced in a rabbit after 

immunization with highly pure recombinant ANXV. The immune 

response was then evaluated and rabbit IgG were tittered. Antibody 

purification, using protein A sepharose affinity chromatography column, 
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was performed to obtain reactive and pure anti−ANXV IgG. The potency 

and specificity of the purified IgG were examined by ELISA and 

immunoblotting. Anti− ANXV antibodies have interesting potentials, in 

the detection and measurement of ANXV and could be used as 

alternative to the commercial one. Further conjugation of Anti− ANXV 

antibodies would be useful for in vivo studies.  

 
 
 
Keywords: Annexin V, protein expression, rabbit, polyclonal 

antibodies. 
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 :المقدمة
ىي  اً وفمعر  اً نوع 21عائمة مف البروتينات تدعى الأنكسينات تضـ الفقاريات  تمتمؾ

(Annexins A1- 11  + A13 حيث بدأ )  في أواخر السبعينات والثمانينات  يافُ تعر
 بشكؿ خاص مع الشحوـ الفوسفورية ط شاردياً ىذه البروتينات ترتب .[21; 21]

ومف ضمنيا الفوسفاتيديؿ سيريف بوجود شوارد  الموجودة في الأغشية السيتوبلازمية
مف عائمة  اً واحد( ANXVاختصاراً ) 5 كسيفالأن د. يع[31 ;17]الكالسيوـ 
 ؿِ بَ ؼ لأوؿ مرة مف قِ صِ وُ كيمو دالتوف  55وىو بروتيف وزنو الجزيئي ،الأنكسينات 

يشتير  .[11] ورفاقو باعتباره البروتيف المضاد لمتخثر Reutelingspergerالعالـ 
فمف المعروؼ أف  ،أداة عالمية لمكشؼ عف الموت الخموي المبرمج أنو 5 الأنكسيف

الخمية المتماوتة تخضع لعديد مف التغيرات الظاىرية والحيوية الكيميائية المميزة 
المؤلفة  الشحوـ الفوسفوريةتموضع الفوسفاتيديؿ سيريف، وىو أحد تغير  وأىميا،
 وىنا يرتبط [52; 21] سطح الخارجي لمغشاء الخمويليصبح عمى ال، مغشاء الخمويل

عية وبألفة خارج الخموي بالفوسفاتيديؿ سيريف وذلؾ بصورة نو  5 بروتيف الأنكسيف
الكشؼ خلالو  ىذا الارتباط النوعي يمكننا مف. [21]مولار  نانو 7-5.5تتراوح بيف 

 .[22] (Apoptosis) الموت الخموي المبرمج عف

 calphobindin I و lipocortin-V: منيا عدة تسميات 5يمتمؾ الأنكسيف 
يتوافر بكثرة في جسـ الإنساف والحيواف والنبات وىو ميـ  .endonexin  II [11]و

 ،الالتياباتو ،ويةنقؿ الإشارات الخم مثؿ،والفيزيولوجيةفي مختمؼ العمميات الخموية 
أمراض  مثؿمع العديد مف الأمراض  5 كما يرتبط الأنكسيف. والتمايز ،النموو 

عدة أنواع لو  الزىايمرلمرض  اً أساسي اً واسم يعدوقد  [21]السكري واضطرابات أخرى 
 نظراً وذلؾ  ويداخؿ خمبروتيناً  5 كسيفالأن يعدغالباً ما . [17; 11] مف السرطاف
. عمى أية (mRNAفي حمضو النووي الريبي الرسوؿ ) تسمسؿ الإفرازلعدـ وجود 

ؿ نقؿ بُ وذلؾ مف خلاؿ سُ  ،حاؿ، فقد ثبت خروجو وتواجده في الفراغ خارج الخموي



 ...               الطوير، قاسـ، عباديالبشري المؤشب باستخداـ أضداده 5نكسيف إنتاج وكشؼ الأ

104 

 

فغير التقميديةفرازية الإ الإشارة  5 كسيفلبروتيف الأنىمية البيولوجية الأ  َـيْ فَ  . ىذا وا 
إضافة لذلؾ، فقد ثبت وجود أضداد مناعة  .[55] ىمية قصوىأ الخارج خموي لو

مصؿ وسوائؿ جسـ العديد مف في  5 ذاتية تجاه الأنكسينات بما في ذلؾ الأنكسيف
لذا يعد . [25] في حيف يبقى دور ىذه الأضداد وارتباطاتيا موقع جدؿالمرضى، 

التحري عنو وتصميـ طرائؽ لمكشؼ عف وجوده أو عف أضداد المناعة الذاتية 
 ماً.ميو مجالًا بحثياً النوعية ل

في التطبيقات التشخيصية عمى نطاؽ واسع  الغموبولينات المناعية مف المعروؼ استخداـ
 حيث تستخدـ، وكذلؾ في الأبحاث الحيوية الكيميائية والبيولوجية 26;7]] والعلاجية

كأدوات لموسـ أو التثبيت في عدد مف طرائؽ الكشؼ الكمي أو النوعي عف الجزيئات 
 .10 ;8 6]] مثؿ طريقة المقايسة المناعية الأنزيمية، الانتشار المضاعؼ والتبصيـ المناعي

ف . إ5 نوعية لبروتيف الأنكسيف النسيمة متعددةإلى إنتاج أضداد  لذا ىدفت ىذه الدراسة
عف وجود تطوير أطقـ تشخيصية لمكشؼ سيفيد في  5 للأنكسيف ةالنوعي الأضدادتوفر 

في تنقية بروتيف  ا، بالإضافة لإمكانية توظيفيالبروتيف في العينات الحيوية والخموية
وذلؾ باستخداـ  ، المستخدـ في التشخيصالمؤشب الخالي مف الواسمات 5 الأنكسيف
 .[25]ر أعمدة الألفة المناعية ئط لتحضيكربا المحضرةالأضداد 

 وطرائقو: البحثمواد 
 :المؤشب 5 الأنكسين بروتين

وفقاً لمطريقة المذكورة في بشكمو المنحؿ ؤشب الم 5بروتيف الأنكسيف  تحضيرتـ 
   E. coli BL21 (DE3)تحوير سلالة الإشريكية القولونية حيث تـ. [51]الدراسة 

عمى مورثة الأنكسيف  زميدية الحاويةالبنية البلااستخداـ بالخاصة بالتعبير البروتيني 
عبر  5تحريض التعبير البروتيني عف الأنكسيف . تـ (pRSET-ANXV) يالبشر  5

وسط  إلىIPTG (IsoPropel β-D-ThioGalactoside, Promega )إضافة مركب 
وبعد مراحؿ التعبير البروتيني، تمت تنقية البروتيف باستخداـ ، 0.3mMالزرع بتركيز 
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( التي ليا القدرة عمى التقاط البروتيف Ni-NTA Agarose; Qiagenؿ )أعمدة النيك
. بعد مراحؿ مستفيضة مف (6X His) ستيديفيالي واسـ سداسيالمؤشب مف خلاؿ 

 ,16.2mM Na2HPO4, 3.8mM NaHPO4الغسؿ لأعمدة النيكؿ بالموقي )

500mM NaCl, 20mM Imidazol pH:7.4ود (، تـ تحرير البروتيف النقي مف العم
مف الإيميدازوؿ  ولكف بوجود تركيز عاؿ   و،نفسعف طريؽ تمرير الموقي السابؽ 

(500mM تـ إدارة عممية التنقية تمؾ مف خلاؿ نظاـ الكروموتوغرافيا الآلػي ،)(GE 

Healthcare) AKTA prime( ممغ 2، أخيراً تـ تخزيف البروتيف النقي بتركيز/ )مؿ
 .لحيف استخدامو ـ˚ 20-ضمف الغميسروؿ في درجة حرارة 
  :ىا البروتينيازراعة الخلايا وتحضير حلالة محتو 

 ,HEK 293T, A549, CaCO2, U937) ةالبشري ةالسرطاني ةالخموي وطالخط تاستنبت

HeLa)  المستوردة مف شركةATCC®  1640عة ار في وسط الز-RPMI عمى  والحاوي
-الحيوية بنسيميف اتالصادوحدة/مؿ مف  50، (FBS) البقري الجنيني المصؿ% مف 10

ـ وبوجود ˚ 37 رارةميت الخلايا بدرجة حمي موؿ مف الغموتاميف. نُ يم 2ستريبتومايسيف، و
عات ار نت جميع المواد المستخدمة في الز . كاCO2% مف غاز ثاني أكسيد الكربوف 5

 TNN buffer: 50)حؿ الخلايا  موقي استخداـتـ  .Sigma مف شركة مستوردةالخموية 

mM Tris–HCl pH 8.0, 250 mM NaCl, 0.5% NP-40, 1 mM phenyl-

methyl-sulfonyl-fluoride)  بغية تحطيـ الأغشية الخموية والحصوؿ عمى خلاصة
 وتينات.محتواىا مف البر 

 :تمنيع الأرنب
 5ميكروغراـ مف بروتيف الأنكسيف  155لإجراء عممية التمنيع الأولى، تـ مزج حوالي 

الممحي الفوسفاتي مع حجـ مماثؿ مف مساعد فروند  قيالمو مؿ مف  2الموجود في 
تشكيؿ مستحمب ثابت. قمنا ( مف أجؿ .Bio Basic Inc)الكامؿ المصنع مف شركة 

غراـ وذلؾ بحقنيا تحت كيمو  1بتمنيع أنثى أرنب رمادية الموف بعمر شيريف تزف حوالي 
ج مف بروتيف مؤلفة مف مزي المعززةمواضع مختمفة. كانت الحقنات  1–1الجمد في 
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يوماً. جمعت عينات  25مع مساعد فروند غير الكامؿ بفواصؿ زمنية مدتيا  5 الأنكسيف
 ( واستخدمت كشاىد سمبي في الدراسة. كما جمع5المصؿ مف الأرنب قبؿ التمنيع )اليوـ 

وقات زمنية منتظمة قبؿ كؿ حقنة بالإضافة في أ مؿ( 2–5.5مف الأرنب عينات دـ )
 15يوـ عمى الحقنة الأخيرة أي في اليوـ  25مؿ( بعد مرور  55ائي )لعينة النزؼ الني

 .المحقوف المستضدلتقييـ الاستجابة المناعية تجاه وذلؾ 
 :5تجاه بروتين الأنكسين  النسيمةتنقية الأضداد متعددة 

( مف مصؿ الأرنب  Gلينات المناعية مف الصؼو )الغموب النسيمةتـ تنقية الأضداد متعددة 
الربط الفائؽ  عمودعمى  باستخداـ نظاـ الكروماتوغرافيا السائمةبروتيف الأنكسيف الممنع ب

(Hitrap)  لمبروتيفA  وىو بروتيف جداري لممكورات العنقودية الذىبية يمتمؾ ألفة ربط
تبعاً لتعميمات الشركة و  باختصار. [1]عالية لمغموبولينات المناعية لعدة أنواع حيوانية 

بحجـ  الأرنبمؿ مف مصؿ  1.5تـ تمديد حوالي ، (GE Life Scienceالمصنعة )
مؿ بالدقيقة عمى عمود  5الممحي الفوسفاتي ثـ مرر وبتدفؽ قدره  الموقيمماثؿ مف 

، حيث جمعت ونفس الموقيب ر سابقاً مؿ( والمعايَ  5) A الفصؿ الخاص بالبروتيف
الموقي بعد غسؿ العمود بما يعادؿ حجمو وب (flow through) مرتبطةالغير البروتينات 

(0.02M sodium phosphate, pH 7 ) عف العمود بتمرير  الأضدادتـ فؾ ارتباط
وبمجرد الحصوؿ عمى العينات عدؿ كؿ منيا  (mM citric acid, pH 3 0.1) الموقي

ثـ  ،ومف ثـ تـ ديمزتيا بالموقي الممحي الفوسفاتي ،(M Tris, pH 9 1موقي )ال باستخداـ
 .ـ˚ 15-  رةفظت في درجة حراممغ/مؿ وحُ 2كيز ددت حتى تر مُ 

 :اختبار المقايسة المناعية الأنزيمية
ؿ الأرنب خلاؿ امصأتـ تطبيؽ المقايسة المناعية الأنزيمية غير المباشرة لاختبار تفاعمية 

المحضرة  الأنكسيفوكذلؾ بيدؼ معايرة أضداد  ،ه بروتيف الأنكسيفمراحؿ التمنيع تجا
ضمف صفيحة المقايسة  5الأنكسيف  تـ تثبيت بروتيفبعد تنقيتيا، باختصار:  في الأرنب

بتركيز ـ ˚1في الدرجة  طيمة الميؿ (Maxisorb-Nunc)بئر  11المناعية الأنزيمية ذات 
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. بعد عممية التثبيت/ميكروغراـ 0.25 تـ  ،بئر منحؿ ضمف موقي كربونات الصوديوـ
 TBS-T (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaClغسؿ الصفيحة ثلاث مرات بالموقي 

and 0.05 % tween-20).  البروتينات عمى سطح في حيف تـ تعبئة بقية مواقع ارتباط
% 2% حميب منزوع الدسـ، blocking buffer (5 موقي الإحصار استخداـبػ الآبار
BSA  1في  TBS)  لمدة ساعة بدرجة حرارة المخبر. بعد التخمص مف موقي

أضداد الأنكسيف أو  ،الممنع الأرنبتـ إضافة تمديدات متسمسمة مف مصؿ  ،الإحصار
تـ الكشؼ  مرات، لمدة ساعة في درجة حرارة المخبر. وبعد غسؿ الصفيحة ثلاث النقية
الحاوي عمى أضداد  الماعزمصؿ  بإضافة والضدّ  النوعي بيف المستضدّ رتباط الاعف 
 Horseradish(BioRad) والموسوـ بأنزيـ بيروكسيداز فجؿ الخيؿ ات الأرنبتينبرو تجاه 

peroxidase conjugated goat anti-rabbit  ( 2:5555بتمديد)  مع الحضف لمدة
تـ إضافة  ،ساعة في درجة حرارة المخبر. وبعد غسؿ الصفيحة خمس مرات إضافية

 Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma)-′5,5,′3,3المداد الخاص بالبيروكسيداز 
يقاؼ التفاعؿ بإضافة حمض الكبريت ية الناتجة وذلؾ بطوؿ ثـ قياس المطياف 1M وا 

 نانومتر. 155موجة 
ضداد عمى الأتـ تطبيؽ المقايسة المناعية الأنزيمية الشطائرية لاختبار قدرة  في حيف
، مف أجؿ ذلؾ الغرض تـ تغميؼ الصفيحة بتمديد ثابت مف ربط بروتيف الأنكسيفكشؼ و 

ثـ يحة كالسابؽ طيمة الميؿ وفي اليوـ التالي تـ غسؿ الصف (2:2555) 5الأنكسيف  ضدّ 
( لتعبئة بقية مواقع ارتباط البروتينات  TBS 1في  BSA% 5) إضافة موقي الإحصار

مدة ساعة بدرجة حرارة المخبر. بعد التخمص مف موقي الإحصار، تـ  عمى سطح الآبار
 مف الأنكسيفمؿ /غراـ رتبة نانوبتمديدات مف السمسمة الحضف ساعة أخرى بعد إضافة 

 وبعد ،(Biotin N-hydroxysuccinimide ester, BNHS, Sigma) يفالموسوـ بالبيوت
مف خلاؿ استخداـ الستربتافيديف الموسوـ بأنزيـ  النيائيالكشؼ ، تـ الغسؿ
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( والركيزة 20555بتمديد ) (streptavidin–POD, Roche Life Science)البيروكسيداز
 ية الضوئية كما سبؽ.الخاصة بو ثـ قراءة النتيجة باستخداـ جياز مقياس المطياف

 :التبصيم المناعي والرحلان الكيربائي لمبروتينات
أو  الخطوط الخموية حلالةمف  بئر/غراـ ميكرو 15)بتركيز تـ ترحيؿ عينات البروتيف 

باستخداـ  SDS-PAGEعمى ىلامة عديد الأكريلاميد مف البروتيف المؤشب(  5.15
يمات الشركة المنتجة. تـ تحضير حسب تعم BioRad mini-Protein II systemنظاـ 

وىلامة سفمى بتركيز  ،% لتكديس العينات1اليلامات باستخداـ ىلامة عميا بتركيز 
 التبصيـ المناعيإجراء % لترحيؿ العينات. بعد الانتياء مف الرحلاف الكيربائي تـ 21

باستخداـ  (BioRad)مف النتروسيميموز  µm 0.45البروتينات إلى غشاء  وذلؾ بنقؿ
 25mM  tris−base, 200mM glycine, 0.1% SDS and 20%)محموؿ التبصيـ 

methanol)2% حميب منزوع الدسـ، 5) الإحصار وقي. بعد الحضف بم %BSA  في
1  TBS ،) أو الأرنب المحضرة في  5الأنكسيفأضداد مع إما تـ حضف الأغشية

 Glyceraldehyde  3- phosphate المرجعيمبروتيف اد وحيدة النسيمة النوعية لضدالأ

 dehydrogenase (Anti-GAPHD, abcam) ( 205555بتمديد ) مدة ساعة كاممة
تـ الكشؼ عف  TBS-Tبدرجة حرارة المخبر. وبعد الغسؿ عدة مرات بمحموؿ الغسؿ 

عمى إما  ةؿ الماعز الحاوياصأمبالحضف مع  النوعي لو مع المستضدّ  الضدّ  ارتباط
مدة ( 205555بتمديد ) أو الفأر والموسومة بالبيروكسيداز رنبأضداد تجاه بروتينات الأ

 ساعة أيضاً. 

تمديدات تسمسمية مف لتر مف  ميكرو 25في حيف تـ إجراء التبصيـ النقطي بإضافة 
نتروسيميموز حيث استخدـ مف ال µm 0.45إلى غشاء  )مؿ/غراـ البروتينات برتبة )نانو

كما تـ استخداـ البروتيف  [51] الأخضر المتفمور الحر أو المندمج مع البروتيف الأنكسيف
، تـ بموقي الإحصار تعبئة فراغات الأغشيةكشاىد سمبي، وبعد  [5] الأخضر المتفمور

ذلؾ  (، تلا205555بتمديد )المحضرة في الأرنب  الأنكسيف ادضدأحضف الأغشية مع 
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الكشؼ باستخداـ مصؿ الماعز الموسوـ بأنزيـ بيروكسيداز فجؿ الخيؿ والحاوي عمى 
تجربتي التبصيـ المناعي  وفي نياية( 205555) رنب بتمديدأضداد تجاه بروتينات الأ

ف الموفتـ إظيار عصابات البروتينات والتبصيـ النقطي،  -AEC 3) بإضافة مداد مموِّ

amino-9-ethylcarbazole) (chromogen substrate ) في موقي الأسيتات محموؿ
 بوجود الماء الأكسجيني.

 :النتائج
 :المؤشب 5تحضير بروتين الأنكسين 

 ،البشري 5( باحتوائيا عمى مورثة الأنكسيف 1Aة )الشكؿ. ز البنية البلازميديمتات
 5الأنكسيف  تنقية بروتيفالذي مف خلالو تـ الييسيتيديف سداسي واسـ بالإضافة لوجود 
والألفة الارتباط عمى  اعتماداً تجاذب المعدني، أعمدة الكرموتوغرافيا ذات الالمؤشب عمى 

كما يحتوي البلازميد  .تشرة عمى ملاط العمودشوارد النيكؿ المنالعالية بيف الييستيديف و 
عمى الشيفرة الوراثية المرمزة لموقع تعرؼ أنزيـ اليضـ البروتيني )إنتيروكيناز( والذي 

مختمؼ . وبعد نياية [12]يسمح بتحرير البروتيف المؤشب عف واسـ سداسي الييستيديف 
الرحلاف  باستخداـ 5تـ الكشؼ عف بروتيف الأنكسيف والتنقية  البروتيني مراحؿ التعبير

النقي في المؤشب  5الأنكسيف بروتيف حيث يظير عبر ىلامة الأكريلاميد الكيربائي 
لحصوؿ عمى . تـ ا(1B .)الشكؿكيمو دالتوف  40بوزف جزيئي يقارب المسار الخامس 
 .ممغ /لتر مف وسط التحضير البكتيري 55يقدر بحوالي  ANXVناتج مف بروتيف 
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 5التعبير البروتيني لمورثة الأنكسين ) 1 (الشكل 

 (Aترسيـ ) ميد ز لبنية البلاpRSET-ANXV  تظير فييا أىـ المكونات بشكؿ خطي
 6x Hisتيديف الييسسداسي  ، التسمسؿ المرمز لواسـT7المميزة لو مثؿ المحضض 

tag موقع القطع الأنزيمي ،Enterokinase ، مورثة بروتيفANXV ، التسمسؿ
المورثة المقاومة و   E. coliضمف السلالة f1 originالمسؤوؿ عف تضاعؼ البلازميد 

المصبوغة بأزرؽ الكوماسي  %21 ( ىلامة عديد الأكريلاميدB). Ampللأمبسميف 
-pRSETميد ز حضرة مف البكتيريا المحورة ببلامبعد ترحيؿ الخلاصة البروتينية ال

ANXV الخلاصة 2و ذلؾ بعد تحريض التعبير البروتني فييا، حيث يمثؿ المسار :
: الخلاصة البكتيرية 1، والمسارIPTGالبكتيرية قبؿ بدء التحريض، أي قبؿ إضافة 

 ةبالأمواج فوؽ الصوتي: يمثؿ طافي التحطيـ 5بعد التحريض بأربع ساعات والمسار
 5الأنكسيف : بروتيف 5راشح العمود خلاؿ التنقية في حيف يمثؿ المسار :1والمسار 

، كما يظير سمـ الأوزاف الجزيئية كيمودالتوف 40النقي المؤشب بوزف جزيئي يقارب 
 . مقدراً بالكيمو دالتوف
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  :5لموجية لبروتين الأنكسين الأرنب ا ومعايرة أضدادتنقية و تقييم الاستجابة المناعية 
البشري المؤشب النقي  5أرنب بالغة بثلاث جرعات مف بروتيف الأنكسيف  تـ تمنيع أنثى

تحت الجمد وذلؾ بفواصؿ زمنية محددة ولتقدير مدى تطور الاستجابة المناعية للأرنب 
ع خلاؿ فترات زمنية ، تـ جمع عينات دـ مف الأرنب الممنّ 5بشكؿ نوعي تجاه الأنكسيف 

. تـ إجراء تفاعؿ المقايسة المناعية  15يع التي استمرت لمدة متعددة مف عممية التمن يوـ
، وقد (2:1555بعد تمديده ) الأنزيمية عمى المصؿ المأخوذ مف عينات الدـ سابقة الذكر

مف بداية  اً يوم 25بعد  5ظيور استجابة مناعية نوعية تجاه الأنكسيف  نتائجال كشفت
مع  5ستجابة المناعية للأرنب تجاه الأنكسيف ازدياد الا لوحظكما . (2A .)الشكؿ التمنيع

تـ أخذ عينة وىي نياية التمنيع وفييا يوـ  15مرور شير عمى التمنيع لتثبت تقريباً بعد 
 5ع بغية الحصوؿ عمى الأضداد النوعية للأنكسيف الدـ النيائية مف الأرنب الممنّ 

مصؿ الأرنب الممنع  عينةتمت تنقية الغموبولينات المناعية مف  (. كما2A .)الشكؿ
جرت  .Aمف التمنيع باستخداـ عمود البروتيف  15في اليوـ وذلؾ  5ببروتيف الأنكسيف 

التنقية متابعة عممية طة جياز كروماتوغرافيا الألفة الذي يسمح باسعممية التنقية الآلية بو 
قمة عالية نسبياً في منحنى الامتصاصية بطوؿ الموجة  ورظي لوحظحيث المباشرة، 

 .)الشكؿ النقيةشير إلى كمية جيدة مف الأضداد مما ينانومتر النوعية لمبروتينات  115
2B.)  مؿ مف /ممغ  2وبعد قياس تركيز الأضداد النقية، تـ تقدير مردود التنقية بحوالي

بعد  الأرنب المحضرة في 5أضداد الأنكسيف معايرة  بينت تجربةكما مصؿ الأرنب. 
إلى تمديد  5الأنكسيف  صمت حساسيتيا في الكشؼ عفو و  جيدةتفاعمية  التنقية،

  (.2C .الشكؿ) مؿ(/نانوغراـ255)
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 5تقييم الاستجابة المناعية وتنقية أضداد الأرنب الموجية لبروتين الأنكسين  (2)الشكل 

(Aتفاعؿ المقايسة المناعية الأنزيمية لاختبا ) ر تفاعمية عينات مختمفة مف مصؿ
المثبت في صفيحة المقايسة  5بروتيف الأنكسيف  ( تجاه201555لأرنب بتمديد )ا

خذت العينات مف الأرنب الممنع أُ  .بئر، أو بغياب المستضد/ميكروغراـ 0.25بتركيز 
و، تـ الكشؼ عف تفاعؿ الضد مع ئة متعددة مف بداية التمنيع وأثناخلاؿ فترات زمني

. (2:5555) الخيؿ المستضد بواسطة ضد الماعز الموسوـ بأنزيـ بيروكسيداز فجؿ
(B ) باستخداـ  تنقية الأضداد مف مصؿ الأرنب الممنعرسـ تخطيطي يوضح عممية

المحمؿ عمى جياز الكروماتوغرافيا السائمة، يمثؿ الخط المستمر  Aعمود البروتيف 
ف العمود، كما تمت الإشارة لممنحنيات الخاصة بالجزء م الطور الخارجامتصاصية 

بالإضافة لعينة الضد المنقاة. أما الخط ( flow-through)المغسوؿ عف العمود 
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تمت معايرة  (C) المنقط فيمثؿ الناقمية الكيربائية لمجزء المشطوؼ عف العمود.
طة اختبار المقايسة المناعية االنقية، بوس 5أضداد الأرنب الموجية للأنكسيف 

مف بروتيف بئر /ميكروغراـ 0.25الأنزيمية غير المباشر، حيث تـ تثبيت حوالي 
مؿ( /ثـ الكشؼ عنو باستخداـ سمسمة تمديدات )نانوغراـ ،المؤشب النقي 5الأنكسيف 
 كشاىد سمبي.( No Ag). كما تـ اختبار تمؾ التمديدات بغياب المستضد مف الضدّ 

 :5الكشف المناعي عن بروتين الأنكسين 
و المندمج مع لمكشؼ عنو بشكميو الحر أ 5الأرنب النوعي للأنكسيف  استخداـ ضدّ تـ 

يث ح (Dot Blot)سواء بطريقة التبصيـ النقطي  (GFP)البروتيف الأخضر المتفمور 
 نانو 25وحتى  5مف الأنكسيف لطخة غراـ  نانو 55وصمت عتبة الكشؼ حتى تركيز 

مف الأنكسيف المندمج مع البروتيف الأخضر المتفمور، في حيف تأكدت نوعية لطخة غراـ 
بعدـ قدرتو عمى الكشؼ عف البروتيف الأخضر  لخاص بولممستضد ا الضد المحضر
بصيـ المناعي نوعية ضد (. وبشكؿ مماثؿ أكدت تجربة الت3A .المتفمور )الشكؿ

البنية الثلاثية  وفقدانحتى بعد  5الكشؼ عف بروتيف الأنكسيف  فيالمحضر  5 الأنكسيف
مناعي عمى عينات مف كما طبؽ اختبار التبصيـ ال(. 3B.)الشكؿإثر الرحلاف الكيربائي 

ضمف  5حلالة بعض الخطوط الخموية السرطانية لمكشؼ عف وجود بروتيف الأنكسيف 
 مستضده محتواىا البروتيني وتبيف أف الضد المحضر كاف قادراً عمى الكشؼ عف

 Glyceraldehyde  3- phosphate)الضد التجاري النوعي لمبروتيف المرجعي  بالمقارنة مع

 dehydrogenase, GAPHD)  ذيقادراً عمى الكشؼ عف المستضد الخاص بو كاف الذي 
 (.3C .ضمف المحتوى البروتيني لمخلايا )الشكؿكيمو دالتوف  57الوزف الجزيئي 
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 النوعية هباستخدام أضداد 5الكشف المناعي عن بروتين الأنكسين   (3)الشكل 

(A )بشكمو  5: الأنكسيف لسمسمة تمديدات مف البروتينات المؤشبة التبصيـ النقطي
بروتيف بشكمو الحر، وال 5المندمج مع البروتيف الأخضر المتفمور، الأنكسيف 

عمى غشاء ميكرولتر مف كؿ تمديد  25تثبيت الأخضر المتفمور حيث تـ 
المحضرة في  النوعية هأضدادثـ الكشؼ عف الأنكسيف باستخداـ النتروسيميموز 
تـ تثبيت  :المناعي لمبروتينات المؤشبة التبصيـ (B) .)2:5555)الأرنب بتمديد 

بشكمو المندمج مع  5بشكمو الحر، الأنكسيف  5الأنكسيف ( مف بئر/ميكروغراـ 0.5)
 ،النتروسيميموزعمى غشاء البروتيف الأخضر المتفمور، والبروتيف الأخضر المتفمور 

نكسيف ثـ واستخداـ أضداد الأ% 21بعد ترحيميا عمى ىلامة عديد الأكريلاميد وذلؾ 
يوجد في المسرى الأوؿ سمـ الأوزاف الجزيئية الخاص ، )2:5555) المكشؼ عني 5

 التبصيـ المناعي لمحتوى البروتينات مف حلالة الخطوط الخموية (Cبالبروتينات. )
المؤشب بشكمو المندمج مع البروتيف  5الأنكسيف  بالإضافة لاستخداـ المشار إلييا
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عمى ىلامة عديد (بئر/ميكروغراـ 15)حيؿ العينات الأخضر المتفمور كشاىد، تـ تر 
في الغشاء العموي تـ استخداـ أضداد النتروسيميموز الأكريلاميد ثـ نقميا عمى غشاء 

أما الغشاء السفمي فتـ ، 2:5555المحمية الصنع لمكشؼ عنو بتمديد  5الأنكسيف 
لمكشؼ  (205555)بتمديد  GAPHDاستخداـ أضداد تجاربة نوعية لمبروتيف المرجعي

لة الخطوط الخموية كشاىد إيجابي، كما يظير في المسرى ىذا البروتيف في حلا عف
 الأوؿ سمـ الأوزاف الجزيئية الخاص بالبروتينات.

  :5 عمى ربط بروتين الأنكسينالأرنب  اختبار قدرة أضداد
كشؼ عنو، في البالإضافة لقدرتيا المحضرة في الأرنب  5لأنكسيف اتبيف أف أضداد 

طريقة المقايسة المناعية بالاعتماد عمى  5يمكف استخداميا في ربط ومعايرة الأنكسيف 
ثـ إضافة تراكيز مختمفة  ،ضدادالأ. حيث تـ تغميؼ صفيحة المعايرة بالشطائرية الأنزيمية

وقد  ،مؿ(/غراـ نانو 25555 -2ما بيف )الموسوـ بالبيوتيف  5مف بروتيف الأنكسيف 
استخدـ واسـ البيوتيف لأف الكشؼ عف ارتباط الضد مع المستضد سيكوف مف خلاؿ 
الستربتافيديف الموسوـ بالبيروكسيداز. وقد أظيرت ىذه النتيجة منحني معايرة نموذجي 

( يسمح بمعرفة تركيز 4A .)الشكؿ 5استخداـ تمديدات تسمسمية مف الأنكسيف عند 
ىي امتصاصية العينة  yحيث عمى المعادلة الخطية  بالاعتماد 5مجيوؿ مف الأنكسيف 

  .(4B .مؿ )الشكؿ/غراـ نانوبالوحدة  التركيز مقدراً  ىي xالمدروسة و
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 5اختبار أضداد الأرنب الممنع ببروتين الأنكسين  (4)الشكل
(Aتـ إجراء تفاعؿ المقايسة المناعية الأنزيمية الشطائري )وذلؾ بتغميؼ الصفيحة  ة

حيث استخدـ كضد  )202555) 5مف أضداد الأرنب الموجية للأنكسيف  بتمديد ثابت
بعدىا  ،الموسوـ بالبيوتيف 5لاقط لمكشؼ عف سمسمة تمديدات مف بروتيف الأنكسيف 

تـ الكشؼ عف ارتباط المستضد بواسطة الستربتافيديف الموسوـ بأنزيـ بيروكسيداز 
لمستضد بغياب الضد اللاقط ، كما تـ اختبار تمديات ا(2:555) فجؿ الخيؿ بتمديد
( المنحنى الخطي العياري لنتائج المقايسة الأنزيمية الشطائرية Bكشاىد سمبي. )

 yمؿ(، /)نانوغراـ 5ىي تركيز الأنكسيف  xالسابقة، باستخداـ طريقة التربيع حيث 
نانومتر. حيث يمكف حساب  155ىي قيـ الامتصاصية الضوئية عند طوؿ الموجة 

تمثؿ الميؿ  aحيث  [y=aln(x)+b]نكسيف باستخداـ المعادلة تركيز مجيوؿ للأ
R(. كما يوضح )0.3-تقاطع المنحنى مع محور العينات ) b( بينما تمثؿ 0.07=)

2 )
  المشار إليو جودة العلاقة الخطية.

 :شةقلمناا
المؤشب في الإشريكية القولونية  5بروتيف الأنكسيف نتاج إبداية تـ  ،ىذه الدراسةفي 

. ممغ لكؿ لتر مف وسط التحضير 55دَر بحوالي وبمردود قُ  والحصوؿ عميو بشكؿ نقي
في الطرؼ الأميني سيتيديف ياليسداسي  واسـتمت تنقية البروتيف بالاعتماد عمى وجود 
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شوارد النيكؿ الموجودة في عمود الألفة عالية لمف الأنكسيف المؤشب، ىذا الواسـ ذو ألفة 
في دراسات سابقة فعاليتو التنقية  ىذا النوع مف أثبتماتوغرافيا. المثبت عمى جياز الكرو 

إنتاج العديد مف البروتينات المؤشبة حيث تـ في مخابر ىيئة الطاقة الذرية السورية  جرت
 . [1-2]وتنقيتيا بيذه الطريقة 

، حيث أبدت أمصاؿ النقي 5نكسيف باستخداـ بروتيف الأ تمنيع الأرنبكما شرح العمؿ 
، وبما أف الاستجابة المناعية 5منيع تفاعمية عالية نوعية تجاه الأنكسيف الأرنب بعد الت

ف المستضد، وىو بروتيف يمة مف حقف الأرنب نستطيع القوؿ إكانت قوية بعد أياـ قم
مثؿ أبدت تجارب تمنيع الأرنب بمستضدات مختمفة عالي الاستمناعية.  5يف الأنكس

 [11; 5; 5] في دراسات سابقة (M13الميوتاسيف والعاثي )البروتيف الأخضر المتفمور، 
 .استجابة مناعية عالية مشابية لما حصمنا عميو في ىذه الدراسة

 5النوعية للأنكسيف المحضرة في الأرنب و  النسيمةتـ الحصوؿ عمى الأضداد متعددة 
المثبت عمى جياز كروماتوغرافيا  Aود البروتيف عف طريؽ استخداـ عمنقي ال يابشكم

أسرع  مف G والبروتيف A طريقة التنقية باستخداـ عمودي البروتيف تعد. الألفة السائمة
في  A باستخداـ عمود البروتيف دائماً  يوصىحيث الأضداد، تنقية الطرؽ المستخدمة في 

عددة ووحيدة النسيمة مف مت الخيار الأمثؿ لاستخلاص الأضداد فيو، تنقية أضداد الأرنب
 .النسج المزروعة أو طافي الخلايا المزروعة بيدؼ إنتاج جزيئات حيويةو  مصؿ الدـ

بشكؿ عمى ىذه الطريقة السورية مخبر الأضداد في ىيئة الطاقة الذرية أيضاً يعتمد حيث 
يرموف لنوعية  في تنقية الغموبولينات المناعية، ففي أعماؿ سابقة تـ تنقية أضدادأساسي 

مف  وبكميات وفيرة انطلاقاً  M13 [11]معاثي ول [25]ولأضداد الجمؿ  [15] النمو
 ظفت ىذه الأضداد في طرؽ مناعية كشفية عديدة.حيث وُ الأرانب، أمصاؿ 

المنتجة محمياً بديلًا عف الضد المنقاة و المحضرة في الأرنب  5الأنكسيف أضداد  تعد
الرغـ مف أف عمى  في حاؿ عدـ توفره. 5ف التجاري وحيد النسيمة النوعي للأنكسي

الأضداد وحيدة النسيمة شديدة النوعية إلا أف إنتاجيا يعد صعباَ وباىظ الثمف كما أنيا 
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بشوارد  5 جاؿ ارتباط بروتيف الأنكسيفتستيدؼ محدداً مستضدياً فريداً قد يكوف في م
لإنتاج أضداد وحيدة النسيمة يعد طويلًا نظراً  اللازـ. كما أف الوقت [51]الكالسيوـ 

  .[51] (Hybridomas)لمحاجة إلى تحضير اليجائف 
بعد توظيفيا في و في ىذه الدراسة المحضرة في الأرنب  5أضداد الأنكسيف تمكنت 
مما يسمح ، 5الأنكسيف بروتيف  مف التقاطالشطائرية المقايسة المناعية الأنزيمية اختبار 

في العينة المدروسة، كما  5بإنشاء معادلة بسيطة يمكف مف خلاليا معرفة تركيز الأنكسيف 
( أو HRPبأنزيـ بيروكسيداز فجؿ الخيؿ ) 5أف عممية الوسـ اللاحؽ لأضداد الأنكسيف 

مف مراحؿ معظـ الطرؽ المناعية وىي ( يؤدي لاختصار مرحمة APالفوسفاتاز القموية )
 أضداد تجارية.، وبذلؾ لا نعود بحاجة لاستعماؿ  [33]الموسوـالثانوي إضافة الضد 

عند مرضى  5ارتفاع مستوى التعبير عف بروتيف الأنكسيف إلى تشير الدراسات الحديثة 
لمعرفة درجة  اً أساسيعاملًا في مصؿ الدـ  5يعد تحديد تركيز الأنكسيف  .[11] السرطاف

يمكف  ، حيث[11]الورـ درجة في النسج السرطانية وتشخيص  5التعبير عف الأنكسيف 
إف توفر الأضداد النوعية . [15]الأوراـ مؤشراً حيوياً لمكشؼ عف  5اعتبار الأنكسيف 

العينات مختمؼ في وده أطقـ تشخيصية لمكشؼ عف وجسيفيد في تطوير  5 للأنكسيف
 5 النوعية للأنكسيف استطاعت الأضدادبالإضافة لذلؾ  والنسيجية. الخمويةالحيوية، 

بشكميو المنفرد أو المندمج مع  5ياً مف كشؼ وربط بروتيف الأنكسيفالمنتجة محمو 
 .البروتيف الأخضر المتفمور بعدة طرؽ مناعية

 :الشكر
الورقة بجزيؿ الشكر لمسادة المدير العاـ لييئة الطاقة الذرية السورية يتقدـ معدي 

 ورئيس قسـ البيولوجيا الجزيئية والتقانة الحيوية لدعميما المتواصؿ أثناء ىذا العمؿ.
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