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  التعدد الشكلي في جينة الانترفيرون غاما عند مرضى
 * الجلدية المزمنةالليشمانية 

  
  ***                                 عائدة الخيمي**أمال عساف

  ****الهام حرفوش

  الملخص
 شيوعا ،كما أنها مرض لجلدية من أكثر أشكال الليشمانية الليشمانية اتعد: خلفية البحث

وعلى الرغم من الجهود الكبيرة لمكافحة المرض ما يزال الوقوع  ،ةري في سومستوطن
الهجرة و انتشار مرض عوز المناعة  و،وعلاوة على ذلك فإن السياحة. لياالسنوي عا
  . كلها عوامل تعمل على انتشار المرض إلى مناطق جديدة حول العالم)الایدز(المكتسب 

 السيتوكينات قد يسهم في )جينات(في مورثات حديثا اقترحت الدراسات بأن التعدد الشكلي 
  .المقاومة أو الاستعداد للعديد من الأمراض  ومنها الليشمانية 

 الشكلي الوظيفي في الهدف الرئبسي لهذا البحث هو دراسة العلاقة بين التعدد: هدف  البحث
 )IFN-γ(وهو الانترفيرون غاما  Th1 سيتوكينات الجواب المناعي الأول جينة أحد أهم

  .ابة بالليشمانية الجلدية المزمنةوالإص
) IFN-γ(في دراستنا قمنا بتحليل التعدد الشكلي في جينة الانترفيرون غاما  :طرائق البحث

 54 شملت الدراسة .Th1مة في الجواب المناعي من النمط الأول وهو أحد السيتوكينات المه
  .اطق مختلفة في سورية من مناًهدشا 70و ،اً بالليشمانية الجلدية المزمنة مصاباًمريض

  

  

أعد البحث في سياق رسالة الدكتوراه للطالبة أمال عساف بإشراف الأستاذة الدكتورة عائدة الخيمي  *
 .المدرسة الهام حرفوشوبمشاركة 

 . جامعة دمشق-الطب البشري كلية - قسم الطب المخبري **
 . جامعة دمشق-الطب البشري كلية -  قسم الطب المخبري-أستاذة ***
 . جامعة دمشق-الطب البشري كلية -  قسم الطب المخبري-مدرسة ****
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من جينة الانترفيرون غاما بواسطة التفاعل + 874 درس التعدد الشكلي الوظيفي في الموقع
وذلك  )DNA)DNA sequencing  ومن ثم  تسلسل الـPCR التسلسلي للبوليمراز

   .بالتعاون مع جامعة توبنجن في ألمانيا
كان أقل  )IFN-γ+874 A→T(ن الأدنين إلى التايمين، وجدنا  أن التعدد الشكلي م: النتائج

 مربع كأي(في مرضى الليشمانية المزمنة بالمقارنة مع الشواهد والفرق ذو مغزى إحصائي 
 =8.81 ، P  =0.003 (.  

تقترح أن التعدد الشكلي في الانترون الأول من جينة الانترفيرون غاما قد يؤثر  : الاستنتاج
  .ية الجلدية  باتجاه الإزمانفي تطور مرض الليشمان

  .الجواب المناعي الليشمانية الجلدية، الانترفيرون غاما ، التعدد الشكلي،: الكلمات المفتاحية
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Interferon γ (IFN-γ) Polymorphism in Patients 
with Chronic Cutaneous Leishmaniasis 

 
  

Amal Assaf*                                      Aida khiami** 
Elham Harfoush*** 

Abstract 
Background: Cutaneous Leishmaniasis (CL) is one of the most prevalent 
clinical forms of leishmaniasis , also it is endemic disease in Syria. And in 
spite of the great efforts to control the disease the annual incidence is still 
increased. Furthermore, tourism, migration, and prevalence of acquired 
immunodeficiency (AIDS) all these factors increase the spread of this 
disease to new areas around the world. 
Recently, studies suggest that cytokines gene polymorphisms can contribute 
to resistance or susceptibility to many diseases and one of these diseases is 
CL . 
Objective: The main purpose of this research was to study the relationship 
between the polymorphism in Interferon γ (IFN-γ) gene, which is one of the 
most important cytokine in the first immune response T helper (Th1) and 
chronic cutaneous leishmaniasis.   
Methods: In our study we analyzed the polymorphism in Interferon γ (IFN-
γ) gene, which is an important cytokine in the first immune response T 
helper (Th1) .A total of 54 patients with chronic cutaneous leishmaniasis  , 
and 70 healthy controls from different areas in Syria were included in this 
study. Functional polymorphism in the position +874 of γ (IFN-γ) gene was 
investigated by polymerase chain reaction and DNA sequencing in 
cooperation with Tubingen University-Germany .  
Results: We found that   IFN-γ +874 A →T polymorphism was less common 
in patients with chronic cutaneous leishmaniasis CCL compared to the 
healthy controls (χ² = 8.81, p = 0.003).  
Conclusion: our results suggest that the polymorphism in the first intron of 
the IFN-γ gene might influence the progression of disease towards CCL. 
Key words: cutaneous leishmaniasis, Interferon γ, polymorphism, immune 
response. 
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  Introduction :المقدمة
ويتراوح الطيف ،مة في العديد من الدول هممن المشاكل الصحية ال نيةالليشما دعت

 .)1(  لم تعالج مامهددة للحياةحشوية  إصابة جلدية بسيطة إلى إصابةالسريري من 
 الجلدية المخاطية، الجلية،( السريرية الثلاثة ها بأشكالالليشمانيةإن لأدواء هذا و

 350و ،مليون مصاب بالمرض 12 نحوك  فهنا. واسعاً عالمياً انتشاراً)والحشوية
 .دا حول العالم يتوطن فيها المرض بل88مليون شخص معرض للإصابة وذلك في 

 مليون 0.5و الجلدية الليشمانية من إصابة ملیون1.5-1ويقدر معدل الوقوع السنوي بـ 
  بؤرتشكلت  قدكما أنه ، نسبة الحدوث العالمية في ارتفاعوما تزال .)1(  الحشويةمن

 صعوبةفضلاً عن  ،لاستيطان المرض خلال العقود الأخيرة  endemic fociجدیدة
 في أما .رض بسبب الحركة السكانية والهجرةالمويزداد انتشار  هذا .ضبط الجائحات
يدز  مع الإ المرضبسبب ترافقيعزى ارتفاع معدلات الإصابة فالدول الغربية 

داء ن بودز مصابي الإمن مرضى %9.5 -1.5 ويقدر أنه بين ،والسياحة
  .)2(اتالليشماني

فتشكل ،  الجلدية بشكليها الجاف والرطبالليشمانية فتتوطن فيها ة في سورياأم
معظم   L.tropica المدارية الليشمانية الجلدية الجافة الناجمة عن طفيلي الليشمانية
مدة أكثر من   بينما تبقى الأقلية منها، يشفى الجزء الأكبر منها خلال سنة، الإصابات

 دويع  Chronic cutaneous leishmaniasis (CCL)المزمنة الليشمانيةسنة مشكلة 
 الجلدية الرطبة ويسببها طفيلي الليشمانيةر شكما تنت .الأساسي هو الخازن  الإنسان

 كما تسجل حالات فرادى من ، القوارضا الخازن فهو أمL.major   الكبرىالليشمانية
  . )3(وية الحشالليشمانية

 للعديد من الأمراض  الاستعداد أو المقاومةفي أن الجواب المناعي يؤثر أثبت اًحديث
يقود   في حين،Th1مقاومة المرض يرتبط بالجواب المناعي ف ،الليشمانيةومنها 

ويبدو أن  .)4( الإصابة وربما تطور ،للإصابة إلى الاستعداد Th2 الاستجابة
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من شفاء أو  الشكل السريري لليشمانيا  الجلدية  في حتى تؤثرالاستجابة المناعية 
 الـفي  IL-12 والـ )IFN-γ(للـ باكر  الالإنتاج أن المعروفومن  .)5،6(إزمان

Th1الـ  وذلك على نقيض، بآلياتهما المناعية المختلفة تكسب الثوي المقاومة IL-4 
  .)7( لليشمانياتأهبالبناء عليه و Th2يقود إلى الـ الذي 

هي المسؤولة عن تفعيل الباللعات Th1 ن سيتوكينات الـ فإ  ذلكى علوعلاوة
macrophage، والمقاومة للعوامل الممرضة التي تعيش داخل الخلايا من ثَم 

intracellular pathogens،  هي الليشمانيةية للسيطرة على  المناعية الأساسالآليةكون 
 القدرة القاتلة لطفيليات يلأزوت ذ أكسيد اأول وإنتاج IFN-γيل البالعات بالـ عفت

 يزيد من دعى الانترفيرون المناعييالذي IFN-γ  أن الـفضلاً عن ،)8( الليشمانية
  .Th2  ويفعل الأنزيمات الحالة فيها كما أنه يثبط الـ،تقديم المستضد للبالعات

 الدراسات ربطت بين سيتوكينات الجواب المناعي الأول والثاني لما كانت
Th1,Th2السريرية المختلفة تظاهرات وحتى تطور ال،الليشمانية بللإصابة والاستعداد 

 هذه إفرازلما كان و ،زمانالإصابة اللاعرضية وحتى الإء من دالليشمانيا ابت
من هنا أجرينا هذه الدراسة ، )12-9( ها بالتعدد الشكلي لجيناتاًالسيتوكينات مرتبط

ة على التعدد الشكلي في جينة هذه السيتوكينات ندرة الدراسات المجراالحسبان خذين بآ
  . جلدية الالليشمانيةوالتأهب للإصابة ب

  Aim of the study :هدف الدراسة
دراسة العلاقة بين التعدد الشكلي الوظيفي في جينة الهدف الرئبسي لهذا البحث هو 

الجلدية  يةالليشمان بوالإصابة وهو الانترفيرون غاما Th1 سيتوكينات الجواب أهم حدأ
  .المزمنة 
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 Materials and methods د والطرائق االمو

 المزمنة الليشمانية باً مصاباً مريض54 الدراسة على أجريتالمرضى والشواهد  -1
chronic  cutaneous leishmaniasis(CCL) )3728.3 أعمارهم وسطي اً ذكر ± 

العيادات الجلدية  مراجعيمن ) 14.1 ± 26.5 وسطي أعمارهن أنثى 17سنة و 14.4
 بالاعتماد على الشكل  جلديةشمانياي شخصت لديهم ل،ةق مختلفة في سوريطفي منا

 ،ت من الآفة الجلدية ملونة بغيمزارؤية الطفيلي في لطاخاى وعل ،للآفةالسريري 
  .شهراً 24 مزمنة كونها استمرت أكثر من الإصابة عدتو

أنثى وسطي  28 و14.6 ± 29.2عمروسطي ال اًذكر 42( شخصا 70دخل بالدراسة كما أ
كلّهم   ملأأصحاء كشواهد عدوا ، جلديةآفة ليس لديهم أي )سنة 14.5 ± 28.7أعمارهن 

  أو مرض مناعي ذاتي، الجلديةالليشمانية سابقة بإصابةاستمارة للتأكد من عدم وجود 
 هانفسة  الجغرافياطق ينتميان إلى المن)المرضى والشواهد( المجموعتين كلتا.ورمأو 
  .هانفسالسوية الاجتماعية و
  IFN-γ gene polymorphism  الشكلي في جينة الانترفيرون غاماعددالت -2

خدام  باست في كلية الطبمن الدم المحيطي DNA  الـلصاستخفي البداية  -3
QIAampTM DNA extraction kitsمن شركة  )(QIAGEN GmbH, Hilden, 

Germany،  جامعة توبنجن –نية في معهد الطب المداري أكملت الدراسة الجيومن ثم
  :البادئتين باستخدام  PCRـبالIFN-γ ـ  من الالأولضخم الانترون  حيث ،ألمانيا –

5  ́-cct agg tca cag tga cgt gg-3´)( Forward primer   
)5´-ccg tgc ttc gtg gtt tgg act-3´ Reverse primer (.  

 من مزيج التفاعل μl 25الجينومي في   DNA من الاً نانوغرام50م استخدوباختصار 
 mM Tris pH 8. 8, 10 mM KCl, 1. 5 mM MgCl2 and 0. 1% 20) الذي يحوي

Triton X-100, 1x Q-solution (QIAGEN), 0. 2 mM dNTP, 0. 5 mM 
MgCl2,)  
 الـ  جراثيم المياه الدافئة من دولية ةميكرمول من كل بادئة وواحد 0.5 فضلاً عن

Taq polymerase. 
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مدة  56°  ثم ثانیة20مدة  94°الحرارة (  دورة من20وذلك بشروط التضخيم التالية 
تم تضخيمه بالسيبرغرين ذي  ثم لون الجزء ال.) ثانية40مدة  72° ثانية وأخيرا 50

)Biozym Diagnostik GmbH, Wien, Austria(،ومن ،غار ورحلت على جيل الآ
  من )EZNA Cycle-Pure kit(الـ باستخدام كيت   PCRثم أجرينا تنقية لنواتج الـ 

 بعدها أجري (PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany)شركة 
 BigDye® Terminator v1. 1 Cycle Sequencing ـ بواسطة ال DNAالـتسلسل 

Kit  من شركة (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).، وفي 
 ABI Prism 3100) تحليل لمنتجات التفاعل على جهازالمرحلة الأخيرة أجري

Genetic Analyzer, Applied Biosytems). استخدم برنامج الـو Bio-Edit  لقراءة
  .النتائج وتحليلها

  Statistical analysis الإحصائيةالدراسة 
 genotypeوالنمط الجيني  alleleليل  الآواتر  ومقارنة  تأجري التحليل الإحصائي

باستخدام odd ratio  (OR)  والنسبة الشاذةχ² اب كاي مربع  وحسالمجموعتينبين 
 مغزى ا الفرق ذعدو ،Stata (STATA Corporation, Texas, USA)برنامج 
  .P-value < 0.05   في حال كونإحصائي
 Results :النتائج

 IFN-γـال من جينة الأولIntron في الانترون +  874درس التعدد الشكلي في الموقع
   . DNA sequencingومن ثم   PCRالـبواسطة 

 الجلدية المزمنة بالمقارنة الليشمانية عند مرضى منخفض TT وجدنا أن النمط الجيني 
 بالمقارنة مع  %5.5( إحصائيوهذا الانخفاض ذو مغزى  ،الأصحاءمع الشواهد 

  .)1(رقم  وشكل جدول%) 25.7
P=0.003]،   8.81  = χ²، 4%(  95 للمستوى فاصلة الثقة( CI=0.03-0.6 

[OR=0.17    
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 بين اً إحصائيمةمه نجد اختلافات م فلAAوكذلك الحال AT مط الجيني أما الن
  .)1(وشكل رقم  جدول المجموعتين

عند المرضى بالمقارنة مع  أيضاً إحصائياً امانخفاضا مه  Tليل لأا هذا وقد سجل
 فاصلة )p=0.034وχ²=4.46 ) (على التوالي%48.55 ،%35.2([ الشواهد الأصحاء

  . )2(  والمخطط رقمالجدول  CI=1-3، [OR=1.7 ) %(  95الثقة للمستوى 
 الشواهد المرضى 

     
 النسبة المئوية العدد النسبة المئوية العدد IFN-γالنمط الوراثي للـ

AA 19 35.2 20 28.6 
AT 32 59.3 32 45.7 
TT 3 5.5 18 25.7 

 100 70 100 54 المجموع
  عند المرضى والشواهدIFN-γيظهر توزع الأنماط الوراثية للـ )  1(جدولال

  
  بين المرضى والشواهد -γIFN للـ مقارنة لتوزع الأنماط الوراثية) 1 (شكلال

 الشواهد  المرضى 
     

 النسبة المئوية العدد النسبة المئوية العدد IFN-γأليل الـ
A 70 64.8 72 51.45 
T 38 35.2 68 48.55 

 100 140 100 108 المجموع
   بين المرضى والشواهد-γIFN ليل الـيظهر توزع أ) 2(الجدول 
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  .بين المرضى والشواهد  IFN-γليل الـمقارنة توزع أ) 2(الشكل 

  Discussion  :المناقشة
 من قبل الليشمانية  منذ كشف طفيليإحرازهعلى الرغم من التقدم الكبير الذي تم 

ما ، نحتى الآ )1( 1903 سنة )Charles Donovan  وWilliam Leishman(العالمين 
   .الليشمانيةمراضية والمناعة في الجانب الأكبر من الإيزال الغموض يلف 
الأرضية :ي التفاعل بين الطفيلي والثوتحكم  عناصر رئيسية ةثلاثمن المعروف أنه 

  أجريت).14،13(لممرضة للطفيليالقدرة اوكذلك  ، والاستجابة المناعية،الجينية للثوي
 قلة درست العوامل المتعلقة في حين عن تأثير السلالات الطفيلية  كثير من الدراسات

  .بالثوي
 الاستعداد تتدخل في  2،13،15،19ات  على الصبغي مناطق صبغية مختلفةتد حدحديثاً

واقع راسات أن م وقد أشارت هذه الد. بأشكالها السريرية المختلفةالليشمانيةب للإصابة 
  .)18 - 15 (الاستجابة المناعيةهذه ب  أيضاً)تتحكم (ط تضبتعددة جينية م
 )القابلية( يبدو أن الاستعداد ،الليشمانيةالفيزلوجية المرضية لخمج الحسبان آخذين ب
 المبكرة التي تتدخل بالتفاعل بين البالعات الآليةعلى - إلى حد ما-يعتمد للإصابة
 تفعل كونها  هذه المرحلةفي تؤثر Th1 من أن سيتوكينات الـ وانطلاقاً ،والطفيلي
 فإنه ،الليشمانية الاستجابة المناعية  لطفيلي في تؤثر من ثَمو ، phagocytosis البلعمة
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 بما في ذلك الليشمانية فيبتأثيرها  هي المرشحة جينات هذه السيتوكينات وبلا شك
   .تظاهراتها  السريرية  المختلفة

أكدت ارتباط التعدد  كما ،في المناعة IFN-γالـ أهمية في كدت الدراساتأمؤخرا 
  الشديدةالأخماج مع  Aين  إلى أدن T من تايمين+874الشكلي في الجينة في الموقع 

هذا وقد أثبت الدور  .)21( الخباثات  مع ضاًيوأ ،)20( والتدرن ،)B) 19 الكبدكالتهاب 
 ،)25-22(ضاي في تجارب على الفئران أليشمانيةال في المناعة ضد γ IFN-ـللالواقي 

لانترفيرون ل  الأولمستقبلللي لوالأهم من ذلك هو الارتباط القوي بين التعدد الشك
الإصابة و Interfon gamma receptor 1 polymorphism (IFNGR1)غاما

  .)26(  الجلدية التالية للكلأ آذارالليشمانيةب
- ـ لل TT) الوراثي(النمط الجيني كذلك وTليل ر الأ وقد أظهرت دراستنا بأن تواتهذا
γ IFN من+ 874الموقع فيA   إلىT أعلى في مجموعة الشاهد منه عند مرضى 

للنمط   T،P=0.003ليللأ إلى ابالنسبةP=0.034 (  الجلدية المزمنةالليشمانية
إذا و ،AA و ATلنمط الجينيا لم نجد مثل هذا الفرق بالنسبة إلى بينم، )TTالجیني
 ،γ IFN-مستوى  الـ على  الطفرة في الموقع ذاته تؤثر مباشرة أنالحسبان أخذنا ب

 العالي لهذا الإنتاج ىدون شك عل و قوياً مشعراًديع  Tيل للأ وجود اوبالفعل إن
   . دراستناكل هذا يتماشى مع نتائجفإن  )10( السيتوكين

شخص ليطور ) ميل(نزعة ترض أن  تجعلنا نفإليهاوبالتالي فإن النتائج الني توصلنا 
 IFN-γ الـ إنتاج بقدرته على  الجلدية ترتبط وبشكل جزئيالليشمانية مزمنة بإصابة

  . IFN-γ+874 A→T polymorphismالذي يتحدد بالنمط الجيني 
وبالخلاصة تقترح هذه النتائج أن التعدد الشكلي في الانترون الأول من جينة 

ومع .  الجلدية  باتجاه الإزمانالليشمانيةي تطور مرض الانترفيرون غاما قد يؤثر  ف
تشمل  دراسات مماثلة إجراءيفضل  ذلك وبسبب صغر حجم العينة في دراستنا  

  .كبر من العينات أاًأعداد و استقصاءات أخرى
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