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بین النساء المجھضات والمصابات بطفیلي HSP70التحري عن بروتین الصدمة الحراریة
Toxoplasma gondiiفي محافظة ذي قار
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نادیة احمد ھادي العبیدي
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الخلاصة 

لدى النساء Heat shock protein 70اجریت الدراسة الحالیة في محافظة ذي قار لتقدیر مستوى بروتین الصدمة الحراریة 
Toxoplasma gondiiالمصابات بطفیلي المقوسة الكونیدیة 

عینة دم من النساء المجھضات والمشكوك اصابتھن بداء المقوسات للفترة من بدایة شھر تشرین الاول 310بعد ان جمعت 
.2011الى نھایة شھر نیسان 2010

(حالة مفحوصة باستخدام اختبار الادمصاص المناعي للانزیم المرتبط310حالة من مجموع 104بلغ عدد العینات المصابة 
ELISA(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.

بالمقارنةالمقوساتبداءالمصاباتالنساءدمفيHSP70الحراریةالصدمةبروتینتركیزارتفاعالحالیةالدراسةظھرتأ
معدلوكانالمصاباتللنساءمصلعینة38علىالفحصاجريحیثELISAباستخدام اختبار السیطرةمجموعةمع

تركیزبلغذٳنساء10منالمكونةالسیطرةمجموعةمعبالمقارنةمل/نانوغرام6.26لدیھنHSP70البروتینتركیز
مل/نانوغرام2.76لدیھنHSP70البروتین

Detection of Heat Shock Protein 70 in aborted women infected
with Toxoplasma gondii in Thi-Qar governorate.

Fadil Abbas Manshad Al-Abady
Ali Naeem Salman

Nadia Ahmed Hadi AL-Ubaydi
Thi-Qar University/ College of education/Biology department

Abstract
Atotal of 310 blood samples were collected from infected and suspected   women with
Toxoplasma gondii when admitted to  hospitals Thi Qar and private laboratories. From the
period  December 2010 to April 2011.  Eliza test has been shown 104 infected women from 310.
The result of HSP70 has shown high level concentration (6.26 ng/ml) in infected and aborted
woman compared with controle groupe (2.76 ng/ml
Keywords: aborted women, Heat Shock Protein 70, Toxoplasma gondii

المقدمة
الذي یعرف Intracellular parasiteیحدث نتیجة الإصابة بالطفیلي الداخل خلوي Toxoplasmosisداء المقوسات 

Toxoplasma gondii والذي یعود الى تحت صنفcoccidian وھو واسع الانتشار في العالم )Ryan and Ray ,
2004 ; Dubey , 2003 (   ولھ القدرة على إصابة الإنسان والحیوانKim and Weiss , 2004).(

لي بینما یعد الانسان وجمیع ھي المضائف النھائیة لھذا الطفیFelidaeتعد القطط المنزلیة والبریة وجمیع انواع العائلة  
Micheal and John , 2000 ; Robert and(ھي المضائف الوسطیة لھ primatesالانواع العائدة لرتبة المقدمات 

Janovy , 1996.(
دورا مھما في الاستجابة المناعیة ضد مسببات HSPs (Heat shock proteins(تلعب بروتینات الصدمة الحراریة 

Molecularومنھا طفیلي المقوسة الكونیدیة ، وبروتینات الصدمة الحراریة عبارة عن مرافقات جزیئیة الامراض
chaperon تعمل على حفظ وظائف البروتینات )Asea et  al . , 2000Mayer and Bukau 2005 ; ( من خلال
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البروتینیة الصحیحة والتخلص من على أن تطوى بھیئتھاAmino acids chainمساعدة سلاسل الأحماض الامینیة 
بواحدة من أھم HSPsالبروتینات التالفة ومصاحبة البروتینات وحمایتھا وھي في طریقھا للقاء مرافقاتھا كما وتقوم بروتینات 

لإظھار مستضدات المسبب المرضي presentation antigenعملیات الجھاز المناعي وھي عملیة عرض المستضد 
) .pramod , 2008 ; Binder and Srivastava , 2005( مناعي من اجل القضاء علیھ او إضعافھ لخلایا الجھاز ال

مثل ارتفاع درجة الحرارة والضغط العالي stressعند تعرض الجسم الى ظروف الاجھاد ) HSPs( تفرز بروتینات 
Compaderوالتعرض لمركبات سمیة كیمیائیة والإصابة بالمسببات المرضیة et al . , 1998 ; Hartel,1996) ( تصنف

HSP40(إلى أصناف متعددة اعتمادا على الوزن الجزیئي للبروتین واھم أنواع عائلة ھذه البروتینات ھيHSPsبروتینات 
HSP90,HSP70,HSP60,) (Hartl , 1996 ; Hightower , 1991. (

.في دم النساء المصابات بداء المقوسات) HSP 70(لحراریة تھدف الدراسة الحالیة الى تقدیر كمیة بروتین الصدمة ا
:Materials and Methodsالمواد وطرائق العمل* 

عینة دم من النساء المجھضات والمشكوك اصابتھن بداء المقوسات المراجعات لمستشفى الحسین التعلیمي 310جمعت 
. 2011الى نھایة شھر نیسان 2010رة من بدایة شھر تشرین الاول ومستشفى الشطرة ومستشفى الرفاعي جنوب العراق للفت

( واستخدمت عدة اختبار HSP 70استعمل في الدراسة الحالیة اختبار الالیزا للكشف عن بروتین الصدمة الحراریة 
Bioassay ELISA Kit , U . S . AHSP70 ( وطریقة العمل ھيSandwichینات ویتضمن اساس العمل اضافة الع

Samples والمعایرStandards  الى حفر الصفیحة الحاویة على اجسام مضادة وحیدة النسیلة لبروتینHSP 70 )
Monoclonal antibody specific for HSP 70. (

ي وبعد الحضن والغسل واضافة المحلول اصفر اللون الحاوHSP 70یحدث ارتباط بین ھذه الاجسام المضادة وبروتین 
والذي ) HSP 70)polyclonal antibody specific for HSP 70Antiعلى الاجسام المضادة متعددة النسیلة لبروتین 

الملتصق على جدران حفر الصفیحة وبعد الحضن والغسل واضافة المحلول ازرق اللون الحاوي HSP 70یرتبط مع بروتین 
لكل حفرة في الصفیحة یرتبط مع الاجسام المضادة وبعد الحضن والغسل تضاف المادة الاساس ) HRP conjugate( على 

 )TMB substrate ( الى كل حفرة.
Stop solutionیحفز تفاعل یؤدي الى تكون مركبات متألقة وفي الخطوة الاخیرة یضاف محلول التوقف ) HRP( ان 

نانومیتر علما ان لون حفر الصفیحة یصبح اصفر بعد ) 450(ءة التي تتم على طول موجي لایقاف كل التفاعلات تمھیدا للقرا
.الموجود في العینة HSP 70اضافة محلول التوقف وتعتمد القراءة على شدة اللون الناتج الذي یعتمد على مستوى  

Kit componentsمحتویات عدة الاختبار  
 (عر ومغطاة بالاجسام المضادة وحیدة النسیلة حفرة مسطحة الق) 96(صفیحة مكونة منHSP 70 monoclonal antibody

. (
 معایر قیاسيStandards 10( عبوة واحدة بحجم µg / ml. (
 محلول داريءBuffer  50عبوة واحدة بحجم ml تتكون من داريء الفوسفات الملحيphosphate buffer salin الحاوي

.detergentومنظف ) BSA( على 
 محلول الغسلwash buffer  20 x 100( عبوة واحدة بحجم ml ( تتكون من داريء ملحيBuffer salin حاوي على

.detergentsمواد منظفة 
 )HSP 70 pab ( عبوة واحدة بحجم )10 ml ( ذات سائل اصفر وھو عبارة عن اجسام مضادة متعددة النسیلة )Rabbit

polyclonal antibody specific for HSP 70. (
 )HRP (pab وھي عبوة واحدة بحجم )10 ml ( ذات سائل ازرق یتكون من اضدادIgG للارنب مقترنة مع انزیم

peroxidase  الماخوذ من نبات فجل الحصان )anti – rabbit IgG conjugated to horseradish peroxidase. (
 المادة الاساسTMB substrate 10( عبوة واحدة بحجم ml ( مكونة من)TMB        (3 , 3 , 5 , 5 tetramethyl

benzidine وبیروكسید الھیدروجینhydrogen peroxide.
 محلول التوقفStop solution 10عبوة واحدة بحجمml  1مكونة من حامض الھیدروكلوریك المائيN).(
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Procedureطریقة العمل   

دقیقة من المباشرة) 30( اخرجت عدة العمل من الثلاجة وتركت في درجة حرارة الغرفة قبل 1-
.بالعمل بھ 

الى الحفرة الاولى في الصفیحة وھي تمثل Bufferمایكرولیتر من محلول ) 100( اضیف 2-
SO ( 0 ng / ml standard ).

والتي تمثل    ) 1-7(الى الحفر من رقم Standardsمایكرولیتر من المعایر ) 100( اضیف 3-
S7 , S6 , S5 , S4 , S3 , S2 , S1 ( وھي المعایرة القیاسیة لباقي القراءات في الصفیحة

.مایكرولیتر من عینات المصل الى حفر الصفیحة ) 100( ضیف ا4-
مع التحریك باستخدام ) °م37(وضعت الصفیحة في الحاضنة بدرجة حرارة 5-

Microplate shaker لمدة ساعتین.
مایكرولیتر من محلول الغسل) 400( فرغت الصفیحة من السوائل وغسلت اربع مرات باضافة 6-

.لكل حفرة في كل مرة ثم قلبت الصفیحة على ورق لسحب اي محلول باقي منھا 
مایكرولیتر من محلول الاجسام المضادة الاصفر اللون الى كل  حفرة ماعدا ) 100( اضیف 7-

 )Blank. (
) . °م37(حضنت الصفیحة لمدة ساعة مع الرج بدرجة حرارة 8-
.3غسلت كما في الخطوة رقم 9-

الى كل حفرة ) HRP conjugate( مایكرولیتر من المحلول الازرق ) 100( اضیف 10-
) .Blank( ماعدا 

.مع التحریك لمدة ساعة )  °م37( حضنت الصفیحة بدرجة حرارة 11-
.3غسلت كما في الخطوة رقم -12
الى كل حفرة ) Substrate( محلول المادة الاساس مایكرولیتر من ) 100( اضیف - 13

.في الصفیحة 
.دقیقة ) 30( حضنت الصفیحة مع التحریك لمدة - 14
.الى كل حفرة Stop solutionمایكرولیتر من محلول التوقف ) 100( اضیف -15
بعد برمجةنانومیتر) 450( وعلى طول موجي Elisa readerقرئت النتائج في جھاز -16

Blankالجھاز وتصفیر حفرة 

Calculation of resultsحساب النتائج
واعطاء ) HSP70(والتي تمثل تركیز Optical Density) OD( یقوم جھاز الالیزا باعطاء قراءات الكثافة الضوئیة

:منحنى قیاسي او یتم حساب النتائج حسب المعادلة التالیة 

Avarage Net OD = Average OD _ Average Blank OD

:Resultsالنتائج* 

P( اظھرت نتائج الدراسة الحالیة وجود فروق معنویة  ≤ HSP70بین معدل تركیز بروتین الصدمة الحراریة ) 0.05
.في مصل النساء المصابات بداء المقوسات مقارنة مع معدل تركیزه في مصل النساء غیر المصابات بداء المقوسات 

لكل عینة Dublicateعینة مصل من النساء المصابات مع مراعاة ان یكون الفحص بشكل مزدوج 38اجري الفحص لـ 
مل لعینة السیطرة المكونة / نانوغرام ) (2.76مل مقارنة بـ / غرام نانو) 6.26(لدیھن HSP70فوجد ان معدل تركیز بروتین 

)1(وشكل رقم )  1(كما ھو موضح في جدول رقم . Dublicateنساء اجري الفحص لھن بصورة مزدوجة 10من 
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نة مع في مصل النساء المصابات بداء المقوسات بالمقارHSP70یبین معدل تركیز بروتین الصدمة الحراریة : 1)(جدول
.مجموعة السیطرة 

NumberMeanالمجموعة

St.

Deviationtdfpᾳ

مجموعة 

السیطرة

102.761.112.86460.0060.05

مجموعة

المصابات

386.263.80

df = 46 ،= 0.05 = (1.67( الجدولیة ) t( قیمة 

في مصل النساء المصابات بداء المقوسات مقارنة مع معدل Hsp70یبین معدل تركیز بروتین الصدمة الحراریة ): 1(شكل
.تركیزه في مصل النساء غیر المصابات 

1 – ( M = 6.26 , SD  3.80 ) , t = 2.86 , p = 0.006 ,  = 0.05

2 – ( M = 2.76 , SD  1.11 ) , t = 2.86 , p = 0.006 ,  = 0.05
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:المناقشة 

فعالة في الخلایا في الاحوال العادیة فانھ من السھل ملاحظة ) HSPs( على الرغم من ان بروتینات الصدمة الحراریة 
كم تكون مساعدتھا اكثر نفعا للخلیة في الاوضاع الصعبة ففي الظروف الطارئة مثل الحرارة والبرد الشدیدین ونقص 

فان دور ھذه الاوكسجین والجفاف والتعرض لاجتیاح العوامل الممرضة كالطفیلیات والبكتریا والفیروسات والسرطانات
).Pramod , 2008( البروتینات یظھر جلیا في تحفیز الاستجابة المناعیة للجسم لمقاومتھا 

والخلایا Macrophagesیعمل على مقاومة طفیلي المقوسة الكونیدیة بالاشتراك مع خلایا البلعمیة HSP70ان بروتین
یة للاستجابة المناعیة أما القضاء على الطفیلي او تحویلھ الى الحالة بمختلف انواعھا لتكون المحصلة النھائTcellsالتائیة 

).تثبیطھ(المضعفة 
في دم النساء المصابات بداء المقوسات ھو HSP70اظھرت الدراسة الحالیة ان معدل تركیز بروتین الصدمة الحراریة 

في الاستجابة المناعیة ضد المقوسة ) HSP70(اعلى من معدل تركیزه في دم النساء غیر المصابات وھذا یؤكد دور 
الكونیدیة فھو یعمل على مقاومة الطفیلي وتثبیطھ من خلال الارتباط مع مستضدات الطفیلي وتقدیمھا للخلایا العارضة 

والتي تقوم بدورھا في مقاومة الطفیلي T cellیتم عرضھا للخلایا MHCللمستضد وبمساعدة مستضدات التوافق النسیجي 
);Denagel and Piece , 1992(Jacquier et al , 1994.

وھذا IgGاي تحمل النساء المستضد المناعي Chronicومن ملاحظة نتائج التشخیص نجد ان غالبیة الاصابات مزمنة 
ة الجھاز الذي ینزوي داخل خلایا المضیف للتخلص من فعالیBradyzoiteیؤكد على ان الطفیلي في مرحلة الطور البطيء 

ولكن عندما تنخفض مناعة ) Dubey , 2002( المناعي حیث من المعروف ان ھذا الطور یتصاحب مع الاصابات المزمنة 
الجسم بسبب تناول عقارات مثبطة للمناعة او الاصابة بمرض الایدز فان ھذه الاكیاس تنفجر وتتحول الى الطور النشط 

, 1996Jonsonعطیفي ، (ة اخرى مسببا الانتكاسة المرضیة                 مسببا اعراض حادة مرTachyzoiteالسریع 
. في بقاء الطفیلي مضعف طالما ان الجھاز المناعي للجسم سلیم وفعال ) HSP70(وھذا یدل على اھمیة ) ;1999

وتتجھ البحوث 1962شف منذ عام في الاستجابة المناعیة الا في السنوات الاخیرة رغم انھ اكت) HSPs( لم یعرف دور 
الحدیثة التي یقوم بھا علماء امریكا واوربا وروسیا واسترالیا نحو استخراج لقاحات وادویة مشتقة من ھذه البروتینات للتمنیع 
ضد الاصابة بالسرطانات والاورام الخبیثة والامراض الطفیلیة والفیروسیة بعد نجاح بحوث عدیدة على المصابین بالسرطان 

والذي ھو عبارة عن ببتیدات مشتقة من خلایا مریضة مرتبطة مع بروتینات HSPsوالذین تلقوا جرعات من لقاح مشتق من 
HSPs فعندما اعطیت لمرضى السرطان عاشوا فترة اطول من المرضى الذین تلقوا علاجات تقلیدیة بما فیھا العلاج الكیمیائي

ب ناجحة على الفئران حیث جرى تمنیعھا ضد سرطاناتھا واصبحت بروتینات لمدة تجاوزت السنة والنصف كما اجریت تجار
) .Pramod , 2008(الصدمة الحراریة تشكل ثورة عارمة في مجال الاكتشافات الدوائیة والصیدلانیة 

جسام في اHSP70وتعد الدراسة الحالیة ھي الاولى في العراق التي تھدف الى تقدیر بروتین الصدمة الحراریة 
المرضى المصابین بداء المقوسات وتسلیط الضوء على دوره في الاستجابة المناعیة كما ان البحوث التي اجریت على 
الطفیلیات بھذا الخصوص قلیلة جدا ولكون طفیلي المقوسة الكونیدیة ھو من الطفیلیات الداخل خلویة والذي لھ قدرة على 

سة ذات فائدة كبیرة في فتح باب امام البحوث المستقبلیة في ایجاد لقاحات او الھروب من مناعة المضیف فان مثل ھكذا درا
قادر على الاحتفاظ ببصمة مستضدیة عن الطفیلي وابقاءھا HSPSادویة للتمنیع ضد الاصابة بداء المقوسات لكون بروتین 

. فترة متاحة لخلایا الجھاز المناعي للجسم 
دورا اساسیا في الاستجابة المناعیة ضد المسببات المرضیة HSP70ي تثبت ان لبروتین وھناك الكثیر من الدراسات الت

Bendz( والسرطانات منھا الدراسة التي اجراھا  et al قدرة على HSP70والتي وجدوا من خلالھا ان لبروتین ) 2007 , .
اضافة MHCIعرض المستضدات الخاصة بالخلایا المریضة المصابة بالاورام السرطانیة على مستضدات التوافق النسیجي 

وھذا یتفق مع الدراسة الحالیة في اثبات Molecular chaperonلدوره كحارس للخلایا من خلال عملھ كمرافق جزیئي 
.عملیة عرض المستضد 
Figueiredo( ھا وفي دراسة اخرى اجرا et al قدرة على تحفیز HSP70اثبت من خلالھا ان لبروتین ) 2009 , .

CD4 + T( وخلایا ) CD8 + Cytotoxity T helper cell( ذ یحفز كل من إالاستجابة المناعیة للخلایا اللمفاویة المساعدة 
helper cell. (

Chen( وفي دراسة اخرى قام بھا  et al HSP70التي وجد من خلالھا ان بروتین الصدمة الحراریة ) 2009 , .
المتحرر من الخلایا السرطانیة المجھدة حراریا یؤدي الى انشاء استجابة مناعیة مضادة للورم السرطاني عن طریق تحفیز 

) .TLR4( عبر مسار Dendritic cellsانتاج الكیموكینات للخلایا السرطانیة وتنشیط الخلایا الشجیریة 
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