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  الملخص

   بيريميـدين  (d-3,4)البـايرازولو ( متنـاظرات البيـورين   تناولت الدراسة الحالية اختبار فعاليـة 

ور أمامي السوط للشمانيا كمواد مثبطة لنمو ونشاط الط) والدي ازابيورين بيريميدين  (d-4,3)والبايرازولو

  .  Leishmania major promastigotesالجلدية

 أدت إلى تثبيط صنع الحـامض   FoB و FoA و HPP و APPبينت النتائج أن المعاملة بالمركبات

النووي الرايبوزي والحامض النووي الـدي أوكـسي رايبـوزي وكـذلك فعاليـة إنزيمـات الأدينـين                  

وقد افتـرض أن    . ور أمامي السوط للشمانيا الجلدية    دينوسين كاينيز في الط   فوسفورايبوسيل ترانسفريز والأ  

هذه المركبات قد تعاني من عمليات حياتية لتتحول إلى أشكالها ثلاثية الفوسفيت لتنـدمج فـي الحـامض                  

ر النووي الرايبوزي لتعيق بذلك صنع هذه الجزيئة الحيوية وتؤدي في النهاية إلى إيقـاف انقـسام وتكـاث                 

 .ليالطفي

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
The capacity of purine analogues (pyrazolo (3,4-d) pyrimidine, pyrazolo (4,3-d) 

pyrimidine and deazapurine) to inhibit Leishmania major promastigotes metabolism was 
evaluated. 
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The observations reported here indicate that APP, HPP, FoA and FoB inhibited the 
synthesis of RNA, DNA and the activities of adenine phosphoribosyltransferase and 
adenosine kinase in promastigotes of L. major. It has been postulated that Leishmania 
promastigotes have a unique ability to convert these analogs sequentially to their 
nucleoside triphosphates leading to their incorporation into RNA and cytotoxicity to the 
organism. 

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة 

 التي تتميز بوجـود الجـسم    Haemoflagellatesمانيا الطفيليات السوطية الدمويةيشمل جنس اللش

 Leishmaniasisالحركي عند قاعدة السوط وتسبب أمراضا مهمة في الإنسان تعرف كلية بداء اللشمانيات 

) داء اللشمانيا الحشوي( إذ تسبب الكالاأزار  (Herwaldt, 1999)وائيةناطق الاستوائية وشبه الاست في الم

visceral leishmaniasis) Kala azar (  ــشرقية ــرة الـ ــدي ( والبثـ ــشمانيا الجلـ   )داء اللـ

Oriental sore (cutaneous leishmaniasis)ـ  داء اللـشمانيا  (ف  وتآكل الأغشية المخاطية في الفم والأن

  .  Espundia ( mucocutaneous leishmaniasis)) الجلدي المخاطي

لخطـوات  ، كما تتضمن ا   شخاص بالأدوية المضادة للشمانيا   ن مكافحة هذه الأمراض بمعالجة الأ     كيم

فـإن التحـصين    بالإضافة إلى ذلك  reservoir hosts وخازنات العدوى vectorsالوقائية مكافحة الناقلات

  . (Hide et al., 1997) المستقبليمكن أن يبرهن نجاحه في  immunizationالفعال

 مثل بنتوسـتام   pentavalent antimonyئي فيعد الأنتيمون خماسي التكافؤأما بالنسبة للعلاج الكيميا

pentostam (sodium stibogluconate)    العلاج الأفضل للمصابين بداء اللشمانيا الاحـشائي والجلـدي 

   تقـل عـن عـشرين يومـا        ن الجـسم لمـدة لا     كغم مـن وز   /ملغم 20ويعطى بجرعة يومية مقدارها     

(Berman, 1992; Davidson, 1998)  .  أما ميكانيكية عمل هذا الدواء فيعتقد بأنها نتيجة لتثبيطه إنـزيم

الفوسفوفركتوكاينيز حيث يساعد هذا الإنزيم على تحديد تركيز الكلوكوز في عمليـة التمثيـل اللاهـوائي                

كمـا  .  (Glew et al., 1988; Ronsenblatt, 1999)معدلات عاليـة تحدث في اللشمانيا بللكلوكوز والتي 

   في علاج أنواع عديـدة مـن داء اللـشمانيات    glucontimeالمركب الأنتيموني خماسي التكافؤاستخدم 

(Herwaldt, 1999)      ــافؤ ــي التك ــلاج خماس ــستجيبين لع ــر الم ــى غي ــسبة للمرض    وبالن

(Mebrahtu et al., 1989)يستخدم البنتاميدين Pentamidiene أو الأمفوتريسين Amphotericin B) B  (

كغم من وزن الجسم ثلاث مرات أسـبوعيا        / ملغم 4لبنتاميدين بجرعة مقدارها    خطا ثانيا للعلاج  فيعطى ا     

 فيعطى يوميا بجرعة مقـدارها   Bوتريسين أسبوعا أو أكثر تبعا لمدى استجابة الحالة ، أما الأمف25لمدة 

  . (Blana et al., 1998; Lira et al., 1999) أسابيع8ن الجسم لمدة كغم من وز/ ملغم1–0.5

 مما يؤدي إلى موت الطفيلي  polyamine synthesisلبنتاميدين يعمل على تثبيط تكوينلقد وجد أن ا

(Goldsmith, 1999)  . الأمفوتريسينأماB  فقد وجد بأنه يتفاعل مباشرة مع ستيرولات sterols  الغشاء 
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  ممـا يـؤدي إلـى تحلـل الخليـة         ينـتج مركبـات معقـدة تـؤثر فـي نفاذيـة الغـشاء               البلازمي و 

(Berman and Dietz, 1999).  

ــتخدام  ــرى اس ــا ج ــورين كم ــاظرات البي ــدين(متن  purine analogues)البايرازولوبيريمي

)pyrazolopyrimidine(  ــرض ــلاج م ــشمانيا  لع ــات  و )Hassan, 1993(الل ــضمن مركب تت

 وتختلف  جموعة من المركبات المشابهة تركيبيا للقواعد البيورينية أو نيوكليوسيداتها        البايرازولوبيريميدين م 

 في الحلقـة غيـر المتجانـسة        9،  8،  7هيدروجين والكاربون عند الموقع     ، ال في ترتيب ذرات النتروجين   

  . للسكر3، 2جينية أو عند الموقع للقاعدة النترو

 Jacob, 1987; Holory et(ة للجراثيم والأورام أدوية مضادمن هذه المتناظرات التي استخدمت ك

al., 1988 (  والأوالي والديدان الطفيلية مركب الكورديسبينCordycepin3 أو-deoxyadenosine  الذي 

، ومركـب التيوبرسـيدين      للـسكر  3ة الهيدروجين عنـد الموقـع       تستبدل فيه مجموعة الهيدروكسيل بذر    

Tubercidin ومركبي الفـور ماسـين أ   7وجين بذرة الكاربون عند الموقع تر الذي تستبدل فيه ذرة الن ،

Formycin A  أو الفورماسين ب Formycin B   وذرة 8 اللذان تستبدل فيهما ذرة الكاربون عند الموقـع 

، وكـذلك مركـب الألوبيورينـول    جين وذرة الكاربون، على التوالي   بذرة النترو  9النتروجين عند الموقع    

Allopurinol  ـ( 8 إلـى الموقـع   7تتحول فيه ذرة النتروجين من الموقع  الذي   8ومركـب  ) 1شكل ال

 ,Hassan and Coombs( 8  الذي تضاف فيه ذرة النتـروجين فـي الموقـع    azaadenine-8ازاأدينين 

لقد أشارت العديد من الدراسات في الأوالي الطفيلية إلى أن الفعل الـسمي للبايرازولوبيريميـدين    .)1986

ستخدام هذه المتناظرات من قبل مسار الإنقاذ وتحويلها إلى المتناظرات التركيبيـة للإينوسـين              ناتج عن ا  

أحادي الفوسفيت التي تتحول فيما بعد إلى المتناظرات التركيبية للأدينوسين أحادي الفوسفيت ثم تندمج في               

 الذي يشفر لبناء  mRNAالحامض النووي الرايبوزي المراسلالحامض النووي الرايبوسومي وتتداخل مع 

 ;Nelson et al., 1979(البروتين وهكذا تقع الفوضى في العمليات الحياتية لبناء هذه الجزيئات الحيويـة  

Avila et al., 1986; Hassan, 1993.(  

بـروتين  مشتقات البيورين المثبطة للنمـو علـى كميـة ال         ويهدف البحث الحالي الى دراسة تاثير       

الكـشف عـن فعاليـة إنزيمـات     و في اللشمانيا المعاملـة   RNA و DNAوالأحماض النووية بنوعيها

مـن  الأدينوسين دي أمينيز والأدينوسين كاينيز والأدينين فوسفورايبوسيل ترانسفريز في اللشمانيا المعاملة            

  .البيورين في اللشمانيا الجلدية الأيضية التي تسلكها مشتقات المساراتاستنتاج اجل 
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  .تقات البايرازولوبيريميدينبعض مش: 1شكل ال

 
  المواد وطرائق العمل

  :الكائنات المستخدمة

بين من كلية    Leishmania majorتم الحصول على الطور أمامي السوط لطفيلي اللشمانيا الجلدية

 ـ            النهرين صها بطريقـة المتنـاظرات      الطبية في بغداد والتي كانت قد أخذت من عزلات محلية وتم تشخي

  ).Isoenzymeenzyme analogues  )Al-Jeboori and Evans, 1980الإنزيمية

  :نيا في الوسط الزرعي ثنائي الطوراستنبات طفيليات اللشما

 للحـصول علـى   Tobie s medium  (Tobie et al., 1950)استخدم الوسط الزرعي ثنائي الطور

سط الزرعي من طورين،    الويتكون هذا   . وط لطفيلي اللشمانيا في وقت قصير     تنمية جيدة للطور أمامي الس    

  ).liquid phase ) Chang and Hendricks, 1985 والطور السائل solid phaseالطور الصلب

  :جمع اللشمانيا من الوسط الزرعي

 Ultracentrifuge 18تم فصل الطور أمامي السوط ثنائي الطور باستخدام جهاز المنبذة المبرد نوع

MES وبسرعة (2000 g)  رص الطفيليات مرتين في محلـول ، بعد ذلك تم غسل قق دقائ10 ولمدةTris–

HCL  ملليمـولر 50 بتركيز Mm  مـولر 0.25وي علـى الـسكروز بتركيـز     الحـا M   ودالـة أس 

  . للتخلص من بقايا الوسط الزرعي (pH 7.2)هيدروجيني
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  :تحضير مستخلص الخلايا

 50 بتركيـز   HCLس الحاوي علـى تـر   TSDل اللشمانيا تم تكسيرها في محلولبعد جمع وغس

 مـولر وبدالـة أس   0.1 بتركيز  Dithiothritol مولر والدايثايوثريتول0.25ركيز ملليمولر والسكروز بت

ملليلتر بتعريضها إلى الموجات فوق الصوتية ثلاث مرات متتالية / خلية107 بواقع (pH 7.2)هيدروجيني 

 لتحويلها إلـى كتلـة    (Soniper 150)ام جهازستخد ثانية با20 ثانية تتخللها فترات انتظار لمدة 30لمدة 

، بعد ها أخـذ المـستخلص الخـام    )crude homogenate or crude extract( )مستخلص خام(متجانسة 

ساعة واحدة وبدرجة حرارة  لمدة  x g 10000راشح بواسطة جهاز المنبذة وبسرعةوفصل الراسب عن ال

  .ة الإنزيمات وحسب تصاميم التجارباليوقد استخدم الراشح مصدرا للكشف عن فع.  مئوية4

  

  :نظائر البيوريناتتحضير مستخلص الطفيليات المعاملة مع مشتقات 

بعد معاملة الطور أمامي السوط لطفيلي اللشمانيا بمشتقات البايرازولوبيريميدين وتحديـد التركيـز             

يتها على وسط تـوبي فـي       من الخلايا، تم تحضير الطفيليات المعاملة وذلك عن طريق تنم         %) 50(القاتل  

، أضـيف    من الوسط السائل لكل دورق     3 سم 40 الصلب و  3سم100 وبواقع   3سم500دوارق زجاجية سعة    

من النمو من مشتقات البايرازولوبيريميدين ومن ثم لقحت الـدوارق          % 50لكل دورق التركيز المثبط لـ      

تم جمـع الطـور أمـامي    . 3سم/ خلية 5x107وط الحاوية على من مزرعة الطور أمامي الس3 سم0.5بـ 

ريقة المذكورة فـي     أيام من المعاملة ثم أكملت عملية تحضير مستخلص الخلايا بنفس الط           5-4السوط بعد   

  .الفقرة السابقة

  

  :حماض النووية في مستخلص الخلاياتحديد كمية الأ

قات تم تحضير المستخلص الحاوي على الأحماض النووية من خلايـا اللـشمانيا المعاملـة بمـشت               

  جـب طريقـة  و بم DNA، وحـددت تراكيـز   (Burton, 1967)ازولوبيريمييديين باستخدام طريقةالباير

)Giles and Mayer, 1965 (مية السكر الدي أوكـسي رايبـوزي مـن   وذلك بتقدير كDNA   باسـتخدام 

حضر من الم) 2 شكلال(بالاعتماد على المنحنى القياسي   Diphenyl amineالكاشف الأمين ثنائي الفينيل 

 ملليلتر من 1 حيث تم مزج  calf thymusمستخلص من الغدة الصعترية للعجول ال DNAتراكيز من الـ

نيل ثم غلي المزيج لمـدة   ملليلتر من كاشف الأمين ثنائي الف2 مع  DNAالمحلول المراد قياس محتواه من

ر وحضر كفء الكواشف من      نانوميت 595، بعد ذلك قيست الكثافة الضوئية على الطول الموجي           دقيقة 12

  . ملليلتر من الماء المقطر1ف إلى إضافة الكاش
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  )DNA(المنحنى القياسي للحامض النووي الدي اوكسي رايبوزي :2شكل ال

  

  : RNAتحديد تركيز الحامض النووي 

 باستخدام كاشف الأورسينول وهـذا   (Plumer, 1978)يقة بموجب طر RNAتم تحديد تراكيز الـ

 الذي ينـتج مـن    furfuralة إذ يعتمد على تكوين الفورفورالر هو تفاعل عام للسكريات الخماسيالاختبا

تسخين السكريات الخماسية مع حامض الهيدروكلوريك المركز ثـم يتفاعـل الفورفـورال مـع كاشـف                 

 ـ   .  كعامل مساعد ليعطي الضوء الأخضر     أورسينول بوجود كلوريد الحديديك     RNA وقد حددت كمية الـ

) 50–0(بتراكيز تراوحـت بـين   ) 3شكل ال( القياسي  RNAا على المنحنى القياسي المحضر مناداعتم

 ملليلتر من 3 مع  RNAن المحلول المراد قياس محتواه من ملليلتر م2ملليلتر بحيث تم مزج /مايكروغرام

طول المـوجي    دقيقة ثم برد المحلول وقيست الكثافة الضوئية على ال         20كاشف أورسينول مع الغلي لمدة      

  . ملليلتر من الماء المقطر2ف إلى  نانوميتر وحضر كفء الكواشف لإضافة الكاش660

  

  :قياس تركيز البروتين

 لتحديد المحتوى البروتيني لخلايا طفيليـات اللـشمانيا    (Lowery et al., 1951)استخدمت طريقة

.  Folin ciocalteu reagentكاشف فولنالمعاملة وغيرالمعاملة بمشتقات البايرازولوبيريميدين باستخدام ال

 Bovine serumي باستعمال ألبومين المصل البقـري وقد استخرج المحتوى البروتيني من المنحنى القياس

albumin 4شكل ال(ختلفة  كمادة بروتينية قياسية وبتراكيز م.(  
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  )RNA(المنحنى القياسي للحامض النووي الرايبوزي : 3شكل ال

  

  
  

  لمنحنى القياسي للبروتينا:4شكل ال
 

لأدينـين فوسفورايبوسـيل    الكشف عن فعالية إنزبمات الأدينوسين دي أمينييز والأدينوسين كـاينيز وا          

  :ترانسفريز

 adenosineفي جميع التجارب التي صممت للكشف عن فعالية إنزيمات الأدينوسـين دي أمينييـز  

deaminase والأدينوسين كاينيز adenosine kinase دينين فوسفورايبوسـيل ترانـسفريز  لأ واadenine 

phosphoribosyl transferase  ملليلتر في حمام مائي بدرجة حـرارة  1 تم حضن وسط التفاعل وبحجم 

وقـد قـدر معـدل التغيـر فـي          . زيمي بمجرد إضافة الإنـزيم     دقائق وقد بدأ التفاعل الإن     3 م لمدة    37
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 Ultravioletالناتجة باستخدام المطياف الضوئيلى المادة الامتصاصية الناتجة عن تحويل المادة الأساس إ

spectrophotometer    على أطوال موجية مناسبة وتم التعبير عن فعالية الإنزيم بأنها عـدد نـانومولات 

وقد . ملغم بروتين )/دقيقة( وحدة الزمن /علوم من نانومولات المادة الأساس    المادة الناتجة من تحويل عدد م     

ات للكشف عن الإنزيمـات المـذكورة   مع بعض التحوير Hassan and Coombs, 1985)(اتبعت طريقة 

  .)1 جدولال(
 
يبين مكونات وسط التفاعل للكشف عن إنزيمات الأدينوسين دي أمينيز والأدينوسـين كـاينيز              : 1جدول  ال

  .يز باستخدام جهاز المطياف الضوئيوالأدينين فوسفورايبوسيل ترانسفر

يفي الرقم التصن  الإنزيم
المادة الأساس  

*  

التركيـــز 

  النهائي 
  nm( mM-1 cm-1 )•   الناتج 

 ( 6.7 -) 265  إينوسين 0.05  أدينوسيين  EC 3.5.4.4  أدينوسيين دي أمينيز

  AMP 340 ( - 18.66 ) 0.1  **أدينوسين EC 2.7.1.2  أينوسين كاينييز

أدينين فوسفورايبوسيل 

  ترانسفريز
EC 2.4.2.7 0.1  ***أدينين  AMP 255 ( 3.3 )  

   . 7.2مقدارها   pH ملليمولر و 50 بتركيز  Tris – HClالمستخدم هو المحلول المنظم * 

 ،  ATP ملليمولرNADH  ، 1 ملليمولر0.2 ملليمولر فوسفوإينول بايروفيت، KCl  ، 0.2 ملليمولر 25: مكونات أخرى لوسط التفاعل ** 

   .  lactate dehydrogenase وحدة pyruvate kinase  ، 0.1  وحدة 0.125

   .  (PRRP) ملليمولر فوسفورايبوسيل بايروفيتMgSO4 ، 1 ملليمولر 5: مكونات أخرى لوسط التفاعل *** 

  . wave length monitered    (Molar extinction coefficient )) المولاري الانطفاءمعامل ا( الطول الموجي • 

  

  النتائج

  :انيا الجلدية على البروتين الكليحتوى الطور أمامي السوط لطفيلي اللشمتأثير مشتقات البيورين على م

 لتقدير كمية البـروتين الكلـي فـي     (Lowrey et al., 1951)اتبعت الطريقة الموصى بها من قبل

الطور أمامي السوط لطفيلي اللشمانيا الجلدية قبل وبعد معاملته بمشتقات البيورين التي أدت إلـى موتـه                 

التغيير في كمية البروتين الكلـي للطـور        ) 2(يوضح الجدول   . من الطفيليات % 50 القاتل لـ    زوبالتركي

   .الدراسةأمامي السوط للشمانيا الجلدية بعد معاملته بمشتقات البيورين قيد 
 

 DNAنيا الجلدية من الأحماض النووية      تأثير مشتقات البيورين على محتوى الطور أمامي السوط للشما        

  :RNAو

في الطور أمامي السوط للشمانيا الجلدية المعامـل بمـشتقات البيـورين             RNA و DNAكمية الـ    قدرت

  .  مع العينات غير المعاملةين الحامضينمنه وتم مقارنة محتواه من هذ% 50وبالتركيز الذي سبب موت 

فـي   مقارنة بكميتـه     DNAتاثير متناظرات البيورين المختلفة على تركيز حامض        ) 3(ويوضح الجدول   

  .RNAفيبين كميات ) 4(، اما الجدول عينة السيطرة
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 لمشتقات البيورين على كميـة البـروتين الكلـي     (IC50)يبين تأثير التركيز المثبط: 2جدول ال

 عنـد   L . majorفي الطور أمامي السوط للشمانيا الجلدية)  خلية107/مايكروغرام(

  . ساعة96الطور اللوغاريتمي 
  التثبيط%   كميةال%   **كمية البروتين   

 - 100 4±55  *السيطرة

APP (2) *** 44±2 80 20  
HPP (3) 46±5 84  16 

3-BrAPP (4) 56±3 102 - 
2,4-DCBAPP (8) 56±4 102 - 

APPR (10) 54±6 98 2 
FoA (15) 48±2 87 13 
FoB (16) 50±2 91 9 

Thioformycin B (17) 39±3 71 29 
3-deazaadenosine (18 ) 45±3 82 18 

7-deazainosine (19 ) 46±5 84 16 
Thio-7-deazainosine (20) 40±3 73 27 

   .السيطرة تشمل الطور أمامي السوط للشمانيا الجلدية غير المعاملة بمشتقات البيورين * 

  .   الانحراف القياسي لمكررات ثلاث ±كمية البروتين تمثل المعدل ** 

 .رقم المركب المستخدم قيد الدراسة تشير إلى  بين الاقواس الأرقام*** 

  لايوجد تثبيط حيث المعاملة اكثر من السيطرة -

  

لحامض النـووي   لمشتقات البيورين على كمية ا (IC50) المثبطيبين تأثير التركيز: 3جدول ال

للطـور أمـامي الـسوط    )  خلية107/مايكروغرام ( DNAالدي أوكسي رايبوزي

  . ساعة96طور اللوغاريتمي عند ال L . major للشمانيا الجلدية
  التثبيط%   الكمية%    ** DNA  كمية  

 - 100 0.1±3.6  *السيطرة
APP (2) *** 0.99±0.05 28 72 

HPP (3) o.96±0.1 27 73 
3-BrAPP (4) 2.9±0.1 21 19 

2,4-DCBAPP (8) 3.1±0.07 86 14 
APPR (10) 1.7±0.2 47 53 
FoA (15) 2.2±0.05 61 39 
FoB (16) 2.1±0.04 58 42 

Thioformycin B (17) 3.3±0.2 92 8 
3-deazaadenosine (18 ) 2.15±0.01 60 40 

7-deazainosine (19 ) 2.14±0.06 59 41 
Thio-7-deazainosine (20) 3.2±0.2 89 11 

  .السيطرة تشمل الطور أمامي السوط للشمانيا الجلدية غير المعاملة بمشتقات البيورين *       

  .   الانحراف القياسي لمكررات ثلاث ± تمثل المعدل  DNAكمية الـ**       

  .  تشير إلى رقم المركب المستخدم قيد الدراسة بين الاقواسالأرقام ***       
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  RNAلى كمية الحامض النووي الرايبـوزي  ع (IC50)يبين تأثير التركيز المثبط: 4ول جدال 

عنـد   L . major السوط للشمانيا الجلديةللطور أمامي)  خلية107/مايكروغرام(

  . ساعة96الطور اللوغاريتمي 
  التثبيط%   الكمية%    **RNAكمية   

 - 100 1±13.8  *السيطرة

APP (2) *** 1.3±0.1 9 91 
HPP (3) 1.8±o.1 13 87 
3-BrAPP (4) 13±1 94 6 
2,4-DCBAPP (8) 13.2±2 96 4 
APPR (10) 13.5±1 98 2 
FoA (15) 2.6±1 19 81 
FoB (16) 2.1±0.2 15 85 
Thioformycin B (17) 13.6±2 99 1 
3-deazaadenosine (18 ) 6.2±1 45 55 
7-deazainosine (19 ) 5.8±1 42 58 
Thio-7-deazainosine (20) 13.6±3 99 1 

  .السيطرة تشمل الطور أمامي السوط للشمانيا الجلدية غير المعاملة بمشتقات البيورين * 

  .   الانحراف القياسي لمكررات ثلاث ± تمثل المعدل RNAكمية الـ ** 

  . تشير إلى رقم المركب المستخدم قيد الدراسة بين الاقواسالأرقام *** 
 

  AK والأدينوسـين كـاينييز   ADAية إنزيمات الأدينوسين دي أمينيزتاثير مشتقات البيورين على فعال

  :APRTوالأدينيين فوسفورايبوسيل ترانسفريز 

تم قياس نشاط إنزيمات الأدينوسين دي أمينيز والأدينوسين كاينيز والأدينين فوسفورايبوسيل ترانـسفريز             

% 50في الطور أمامي السوط للشمانيا الجلدية قبل وبعد المعاملة بمشتقات البيورين التي أدت إلى مـوت                 

  ).5(وكانت النتائج كما ملخص في الجدول  .  IC50منه وبالتركيز 

  

  المناقشة
، على %16و% 20 أظهرا انخفاضا بنسبة  HPP و APPالمركبينيظهر من نتائج هذه الدراسة ان 

فـي حـين   %) 2( انخفاضا طفيفا  APPRالتوالي، بالمقارنة مع العينة غير المعاملة، وقد أظهر المركب
ويوضـح  . )2جدول  (%)2( زيادة قليلة في كمية البروتين DCBAPP-2,4 و  BrAPP-3أظهر المركبان

% 13 أظهرا انخفاضا قليلا في كمية البـروتين بنـسبة    B والفورمايسين Aالجدول نفسه أن الفورمايسين
 إل تثبـيط كميـة      B، على التوالي، في حين أدت معاملة الطور أمامي الـسوط بالثايوفورمايـسين              %9و

لجدول نفسه انخفاضا في كميـة      كما يلاحظ من ا   . بالمقارنة مع العينة غير المعاملة    % 29البروتين وبنسبة   
 عنـــد معاملــة الطــور أمـــامي الــسوط بـــالمركبين   % 16و % 18البــروتين بنــسبة   
3-deazaadenosine  7 و-deazainosine  على التوالي، بينما وصلت نسبة التثبيط في البروتين الكلـي ،

  . Thio-7-deazainosineفي الطفيليات المعاملة بالمركب% 27إلى 
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لدراسة على وجود تباين في تأثير مناظرات البيورين المذكورة على كمية البروتين            تدل نتائج هذه ا   
في الطفيليات المعاملـة    % 29و  % 2الكلية في الطفيليات المعاملة، إذ لوحظ أن كمية البروتين تقل بنسبة            

ين الكلي وإنمـا    بهذه المركبات مما يدل على أن التأثير القاتل لهذه المشتقات لا يعتمد بالأساس على البروت              
  .على أهداف حيوية أخرى

  

 والأدينـين  AK والأدينوسين كاينييز  ADAط إنزيمات الأدينوسين دي أمينييزيبين تثبيط نشا: 5جدول ال

لدية المعامل بمشتقات    في الطور أمامي السوط للشمانيا الج      APRTفوسفورايبوسيل ترانسفريز   

  .البيورين
  APRT  انزيم    انزيمADA  AKانزيم   

%   *فعالية الإنزيم  

  التثبيط

ــة  فعاليــ

  *الإنزيم

 %

  التثبيط

  التثبيط%   *فعالية الإنزيم

  - 2±18 - 3±42 - 2±15  •السيطرة

APP (2) •• 14.4±3 4 38±2 10 2.2±0.1 88 
HPP (3) 14.7±4 2  37±4 12 3.1±0.3 83 
3-BrAPP (4) 15±1 NI 42±1 NI 8.1±1 55 
2,4-DCBAPP (8) 15±2 NI 42±3 NI 7.2±2 60 
APPR (10) 15±3 NI 14.6±1 65 18±3 NI 
FoA (15) 2.7±0.1 82 3.9±0.1 91 13.4±1 26 
FoB(16) 15±3 NI 5.8±1 86 14.4±1 20 
Thioformycin (17) 15±1 NI 14.2±2 66 18±1 NI 
3-deazaadenosine (18) 6.8±0.2 55 13±1 69 18±2 NI 
7-deazaadenosine (19) 13.2±1 12 13.5±1 68 18±1 NI 
Thio-7-deazainosine(20) 13.5±0.8 10 16±2  62 18±2 NI 

  . السيطرة تشمل الطور أمامي السوط للشمانيا الجلدية غير المعاملة بمشتقات البيورين •
   . تشير إلى رقم المركب المستخدم قيد الدراسة بين الاقواس الأرقام  ••

 .   الانحراف القياسي لمكررات ثلاث ±ملغم بروتين وتمثل المعدل / دقيقة / ت المادة الناتجة فعالية الإنزيم تعني عدد نانومولا* 

NI  لايوجد تثبيط   

  

و % 72( أدت إلى انخفاض كبيـر   HPP و APPأن معاملة الطفيلي بالمركبين) 3(الجدول يوضح 

 إلى حصول تثبيط  APPR حين أدت معاملة الطفيلي بالمركب في DNA، في كمية ، على التوالي%)73

-2,4 و  BrAPP-3 وكـان لمعاملـة الطفيلـي بـالمركبين    ،في كمية الحامض النـووي %) 53(ملحوظ 

DCBAPP  على التوالي، لمحتوى%)14و% 19( تأثير مثبط قليل ،DNA    مقارنـة بعينـة الـسيطرة  .

-3و   B والفورمايـسين  A الطـور أمـامي الـسوط بالفورمايـسين    ويوضح الجدول نفسه أن معاملـة 

deazaadenosine  7 و-deazainosine أدت إلى انخفاض قليل في كمية DNA   وبدرجة متقاربة نـسبيا 

-Thio-7 و  B، فـي حــين أظهــر الفورمايـسين   علـى التــوالي %) 41و % 40و % 42و % 39(

deazainosine  ارنة بعينة السيطرة غير المعاملة، مقعلى التوالي%) 11و% 8( انخفاضا طفيفا.  
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علـى  ) %87و% 91(انخفاضا شـديدا    HPP و APPفقد أظهر المركبان) 4(ضح الجدول كما يو

 انخفاضـا   DCBAPP-,2,4 و BrAPP-3 و APPR، في حين أظهرت المركبات RNAلتوالي، في كميةا

 انخفاضا كبيـرا   B والفورمايسين Aوأظهر الفورمايسين. مقارنة بالعينة غير المعاملة%) 6-%2(طفيفا 

  ، بينمـا أظهـر المركبـان    في الطور أمـامي الـسوط   RNAلى التوالي، في محتوىع%) 85و% 81(

3-deazaadenosine 7 و-deazainosine  على التوالي، ولـم يظهـر   %) 58، %55( انخفاضا ملحوظا

  .عند المقارنة بعينة السيطرة%) 1( أي تأثير يذكر  Thio-7-deazainosine و Bالثايوفورمايسين

 ناتجة  DNAمثبطة للحامض النوويالأنظمة البايولوجية أن قدرة المركبات اليفترض في العديد من 

  DNA polymeraseعن كسر الأواصر التساهمية لمتعدد النيوكليوتيدات أو من خلال تثبيطهـا لإنـزيم  

)Hassan and Coombs, 1988 ; 2001الجبوري،  ;2000، لسعدي ا;  (Hassan et al ., 2001   ومـن

 في الطـور   DNAشتقات البيورين في كميةلبعض م) %73-%39(  التأثير الملحوظ يعزىالمحتمل أن

أمامي السوط للشمانيا الجلدية في هذه الدراسة إلى أن هذه المركبات قد تعاني من عمليات حياتية لتتحـول              

 فتعيق بذلك صـنع وتـضاعف    DNA polymeraseة الفوسفيت والتي تؤثر على إنزيمإلى أشكالها ثلاثي

DNA .  

  فـي الطـور أمـامي الـسوط     RNAمية الحامض النووي الرايبوزيإن حصول تثبيط شديد في ك

علـى تحـول هـذه    يمكن ان يتخذ دلـيلا    FoB و FoA و HPP و APPللشمانيا الجلدية بفعل المركبات

المشتقات إلى شكلها ثلاثي الفوسفيت لتندمج في النهاية في الحامض النووي الرايبـوزي وتتـداخل مـع                 

، ق بذلك صنع هذه الجزيئات الحيويـة       الذي يشفر بناء البروتين ليعي     لرسولامض النووي الرايبوزي ا   الح

 و  APPإذ افترض أن المركبـات )  (Wang, 1994وقد تم التوصل إلى نتيجة مماثلة في الأوالي الطفيلية

HPP و FoA و FoB ت ول إلى أشكالها أحادية الفوسـفي  قد تعاني من عمليات حياتية لتتحAPPMP) و 

HPPMP  (بفعل إنزيم الأدينين فوسفورايبوسيل ترانسفريز و)FoAMPو FoBMP  ( بفعل إنزيم الأدينين

، ثم لتتحول إلى أشكالها ثنائية الفوسفيت وأخيرا إلى أشكالها ثلاثيـة الفوسـفيت بفعـل إنزيمـي                  كاينييز

ذلك في  ، لتندمج بعد    ى التوالي ، عل ينيزلأدينوسين ثنائي الفوسفيت كا   الأدينوسين أحادي الفوسفيت كاينيز وا    

ولكن الأدلة الأكثر إقناعا يمكن الحصول عليها من دراسة هـذه العمليـات             . الحامض النووي الرايبوزي  

غرافيا الـسائل ذي الـضغط      الحياتية بدقة وعلى المستوى الجزيئي وباستخدام التقنيات الحديثة ككروماتو        

  .العالي

 -Thio-7 و APP و HPPلة الطور أمـامي الـسوط بالمركبـات   مأن معا) 5(يلاحظ من الجدول 

deazainosine 7 و- deazainosine  على %) 12و % 10و% 4و % 2( أدت إلى حصول تثبيط بسيط

، بينما لم يحصل تثبيط في النـشاط        دي أمينييز مقارنة بعينة السيطرة    ، في فعالية إنزيم الأدينوسين      التوالي

  APPR وDCBApp-2,4 و  BrAPP-3نيـز عنـد المعاملـة بالمركبـات    ي أميالإنزيمي للأدينوسين د

في حين وصلت نسبة التثبيط في الفعالية الإنزيميـة للأدينوسـين دي   .  والثايوفورمايسين Bوالفورمايسين
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من ناحية أخرى فقد أدت معاملة الطـور  .  deazaadenosine-3عند المعاملة بالمركب% 55يز إلى أمين

ليـة إنـزيم الأدينوسـين دي    فـي فعا ) %82( إلى حصول تثبيط عال جدا  Aمايسينمي السوط بالفورأما

  .أمينييز

  A الطور أمامي الـسوط بالفورمايـسين  أما بالنسبة لإنزيم الأدينوسين كاينيز فقد لوحظ أن معاملة

ة بينما تراوحت نسب، ى التواليعل) %86و% 91(لى تثبيط كبير في نشاط الإنزيم  أدت إ Bوالفورمايسين

 والثايوفورمايسين  APPR و Thio-7-deazainosineعند المعاملة بالمركبات%) 69-%62(التثبيط بين 

 إلـى   HPP و APPقد أدت معاملة الطفيلـي بـالمركبين  و.  deazaadenosine-3 و deazainosine-7و

اليـة  ، ولم يحصل أي تثبيط يذكر فـي الفع        )5ل  جدوال(، على التوالي    %12و% 10حصول تثبيط بنسبة    

  . DCBAPP-2,4 و BrAPP-3ن كاينيز عند المعاملة بالمركبينالإنزيمية للأدينوسي

 أدت إلى وصول نسبة التثبيط  HPP و APPفسه أن معاملة الطفيلي بالمركبينويلاحظ من الجدول ن

فـضت  ، بينمـا انخ   ، على التـوالي   %83و% 88ريز إلى   في نشاط إنزيم الأدينين فوسفورايبوسيل ترانسف     

. DCBAPP-2,4 و  BrAPP-3، على التوالي، عند المعاملة بـالمركبين %60و% 55ة الإنزيم إلى فعالي

-3 والثايوفورمايـسين و   APPRولم يلاحظ أي تأثير يذكر في نشاط الإنزيم عند المعاملـة بالمركبـات   

deazaadenosine 7 و-deazainosine وThio-7-deazainosine  .  وأدت المعاملـة بالفورمايـسينA  

، فـي فعاليـة إنـزيم الأدينـين     على التـوالي %) 20و % 26( إلى حصول تثبيط قليل  Bوالفورمايسين

  . ترانسفريز مقارنة بعينة السيطرةفوسفورايبوسيل

ط عال للفعاليـة الإنزيميـة    قد أديا إلى تثبي HPP و APPن نتائج هذه الدراسة أن المركبينيظهر م

 ـ  A بينما كان للفورمايسين APRTaseلإنزيم ين دي أمينيـز   تأثير تثبيطي شديد لفعالية إنـزيم الأدينوس

، الأمر الذي يقـود  لفعالية إنزيم الأدينوسين كاينيز تأثير تثبيطي  Bوالأدينوسين كاينيز، وكان للفورمايسين

ء إلى الاستنتاج أن هذه المركبات ترتبط مع الإنزيم عند الموقع الفعال إما لتنافس المادة الأساس على الأدا                

الوظيفي للإنزيم أو ربما قد تعزز هذه المركبات أيضا من بناء المزيد من جزيئات النيوكلبوتيدات أحاديـة                 

وقد ماثل تأثير هذه المركبات ضد الطور أمامي الـسوط لطفيلـي            . ئية وثلاثية الفوسفيت وبشكل فعال    وثنا

 ;Nelson et al., 1979 (الأحـشائية  اللشمانيا الجلدية في الدراسة الحالية تأثيرها الخاص ضد اللـشمانيا  

Hassan and Coombs, 1986; Allen et al., 1989; 1995  (  والتريبانوسـوما)Berens et al., 1984; 

Hassan and Coombs, 1988  (  والبلاسموديوم(Queen et al., 1988).  

 ضد الطور أمـامي     ومما تجدر الإشارة إليه أن عدم امتلاك بعض مشتقات البيورين فعالية تثبيطية           

 في الطفيلي  salvage pathwayالسوط للشمانيا الجلدية ربما يعزى إلى عدم قابلية إنزيمات مسار الإنقاذ 

على تحليل واستخدام هذه المناظرات لتكوين نواتج وسطية سمية لتثبيط نمو الخلايا أو ربما إلى عدم قدرة                 

  .ات على تثبيط فعالية الإنزيماتهذه المناظر



30  حسين فاضل حسن وآخرون

 مما سبق أن الفعالية البايولوجية لبعض مناظرات البيورين ضد الطور أمامي السوط للشمانيا              يتضح

الجلدية في هذه الدراسة ربما ينتج عن تأثيرها على إنزيمات مسار الإنقاذ والحامض النووي الرايبـوزي                

وقد تؤدي  .  النووية لها علاقة ببناء الأحماض   مما يعطي دلالة على آلية عمل هذه المشتقات التي قد يكون            

ة إلى إيجـاد أمثلـة لآليـات        الدراسات الإضافية في هذا المجال سيما في الكيمياء الحياتية للأوالي الطفيلي          

  .أخرى
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