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 الملخص

التي تؤدي إلى و  ذات الأهمية الكبرى من الأمراض الوراثية  ،ب لهيموفيليايسمى ا أو ما ،ب يعد الناعور

ل التخثر عام فعاليةص المرض بنقص في كمية و يشخّ حيث حدوث إضطرابات في تخثر الدم وتوقف النزف، 

 تثبيط تشكل الخثرات الضرورية لإيقاف النزوف التلقائية أو المحرَّضة بالآفاتإلى  مما يؤديالتاسع البشري 

في التدبير الجيد  rFIX لعامل التاسع المأشوبالمتضمنة ل اصطناع الأدوية البيولوجيةحديثا  قد ساهم ل .المختلفة

لمرضى الناعور ب وتحسين جودة حياتهم. مع ذلك، يشكل ارتفاع ثمن هذه الأدوية البيولوجية أحد المحددات 

   والكافية لمعاكسة النزوف لديهم.  ةالأساسية في تلقي شريحة كبيرة من المرضى للجرعات المناسب

هدَفْنا في هذا البحث إلى تنسيل مورثة العامل التاسع البشري وإنتاجه في منظومات تعبير جيني لحقيقيات 

النوى، مع الأخذ بعين الاعتبار التعديلات اللاحقة للترجمة التي تطرأ على العامل التاسع البشري في خلايا الكبد، 

بوظيفته في تحريض تشكل الخثرات وإيقاف النزف. إلا أن العديد من التحديات واجهتنا، بدءا  من  والضرورية للقيام

بظروف البنية التحتية في المختبرات والتي  الصعوبة الكبيرة في الحصول على عينات كبد بشرية ملائمة، وانتهاء  

لخطوات العملية المطلوبة، من عزل الرنا حالت دون تحقيق أهداف هذا البحث. إذ، وعلى الرغم من قيامنا بكافة ا

باستخدام بادئات نوعية لعامل  من عينات الخزعات الكبدية التي حصلنا عليها، واصطناع الدنا المتمم، وتضخيمه

، وتنسيله في البلازميد المناسب للتعبير، التخثر التاسع البشري تم التأكد منها عبر وسائل المعلوماتية الحيوية

تسلسل  لة النهائية لمنتج التضخيم سلبية ولم نتمكن من الحصول علىلسَ الجراثيم به، جاءت نتيجة السَ  وتحوير خلايا

التاسع للانتقال إلى الخطوات اللازمة للتعبير عنه. وتشير النتائج السلبية لبحثنا إلى ضرورة عزل  التخثر عامل

لم نتمكن من الحصول عليها  بشرية ية كبديةالرنا المرسال الخاص بعامل التخثر التاسع البشري من خطوط خلو 

  خلال فترة إجراء البحث.    



1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 الجزء التمهيدي

 )الإطار العام(  

 
 

 

 

 

 



2 
 النجارتنسيل مورثة عامل التخثر التاسع، 

 

 
 

 

 : Introduction المقدمة -1

دوية الأ تشكل ، حيثليها العلم الحديثإأهم العلاجات الواعدة التي توصل لوجي من و يعد العلاج البي      

عاية الصحية شركات الر  دفع، مما يتم علاجها بالأدوية الكيميائيةالتي لم الأمراض الحيوية  لاجبديلا  لع لوجيةو البي

لأدوية نتاج وتطوير اإفي العمل على التقانات الحيوية عتماد على لإلى بذل أقصى جهودها باإ والصيدلانية

 .1982م عا شبنسولين البشري المؤ نتاج الإإهتمامهم بعد إ محل  كما وزاد ،لوجيةو البي

الأهمية بسبب و  .خراجها من مصادر طبيعيةستإ اقتصرلوجية موجودة ولكن و الأدوية البي كانتفي السابق 

نتاج الأدوية إكتشاف تقنيات جديدة من أجل إير و التطو  محاولاتقصارى الجهود و  تبذل ،الكبيرة لهذه الأدوية

في عالم  بيولوجيةثورة  لى ظهورإ في النهاية دتأ بكميات جيدة ومدروسة وبطرق أكثر ملائمة وحديثة، بيولوجيةال

 كتشاف علاجات جديدة لأمراض كانت سابقا مرتكزة على علاجات عرضية لا أساسية.إالأدوية و 

 FDA  (("US Food and Drugبحسب منظمة الغذاء والدواء الأميركية بيولوجيةوتعرف الأدوية ال    

Administration"  من الكائن الحي أو منتجاته، والمستخدمة في الوقاية والتشخيص وعلاج بأنها المادة المصنوعة

صناعة تم ت الوزن الجزيئي الكبير والمعقد. الأمراض، وهي عبارة عن أصناف مختلفة من المنتجات الدوائية ذات

عب تحديدها والتي من الص ،المنتجات داخل الكائن الحي مثل العضيات الصغيرة والخلايا النباتية والحيوانيةهذه 

  FDAـعليها من قبل ال ت المصادقةمقارنة بالأدوية ذات الجزيئات الصغيرة. وهنالك الكثير من هذه الأدوية التي تم

 Monoclonal، أضداد وحيدة النسيلة filgrastimمثل  Recombinant Proteinsبما فيها بروتينات مؤشبة 

Antibody  مثلadalimumab،  لقاحات وVaccines دة للعوامل الممرضة مثلالمضا influenza and 

tetanus (Chan and Chan, 2017) 
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لمرضى المصابين مؤخر ا على طرح دواء جديد لعلاج ا FDA دقت منظمة الغذاء والدواء الأمريكيةاص      

يحتوى على ، و Idelvion  ، المعروف باسم "الهيموفيليا ب"، ويعرف الدواء الجديد باسم أيدلفيون يبنزف الدم الوراث

ا فال المصابين بمرض "الهيموفيلي، ويصلح لعلاج الأشخاص البالغين والأطشبةالتاسع فى صورة مؤ  خثرعامل الت

وتبلغ قيمة  من الذكور، 30000 بين من واحدا  يب هذا المرض يص ،علاج الهيموفيليا إنجازا  ضخما   يشكّلب". 

  .(Castaman and Matino, 2019) رمليارات دولا 10بدائل عامل الدم سوق 

 :لإشكالية البحثيةا -2

 (الهيموفيلياالناعور )لاج مرض الضرورية في عالعلاجية  دويةالأ أهم أحد بروتين عامل التخثر التاسعيعد 

ويقدر عدد المصابين بمرضى  .(Ali and Schved, 2012) والوطن العربي ةفي سوري هنتشار إ ، وخاصة بسببب

في الجمعية  جري العملكما ي، أ الناعورن بمرض و معظمهم مصاب، ا  مريض 2000ـ الحوالي  الناعور في سورية

على العناية الفائقة وتأمين  الجامعي في جامعة دمشق في مشفى التوليد السورية لمرضى نزف الدم الوراثي المتواجدة

ة اسعافية لأي سبب يعطى كل مريض حقن ، حيثالأدوية الضرورية والعلاجات المزمنة لمرضى الناعور مجانا  

)الجمعية السورية لمرضى  طارئ يؤدي الى نزوفات خطيرة لدى المرضى وما يكلف هذا العمل من مبالغ طائلة

 BeneFixو  ALPROLIX، دواء مستخدمة لعلاج مرض الهيموفيليا بن هذه الأدوية الم .(2006الناعور، 

تين، ميركيالأ Wyethو   Biogen pharmaبل شركة من ق مصنعالعامل التخثر التاسع المؤشب لذين يتضمنان وال

يحتاج المريض حقنة كل  (.1يوم )الشكل  12.5على شكل حقن مديدة التأثير بعمر نصفي حوالي  على التوالي،

كجرعة قبل أي و الجروح البسيطة و أنزيف دموي طارئ ناجم عن الرضوض  سبوعين كجرعة وقائية من حدوثأ

، حيث يقدر سعر الحاجة الماسة للدواء والتكلفة العالية المترتبة على المريض للبقاء حيا   تقدّر ، وبذلكعملية جراحية

$ ثمن كل  5600أي مايعادل  ، 500IUأقل جرعة هي  وتكون  لكل وحدة دولية واحدة$ 11.23الدواء حوالي 

 .(Messori and Trippoli, 2017) لمريضجرعة تعطى ل
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 الحاوية على بروتين عامل التخثر التاسع المؤشب بعض الأدوية التجارية :1الشكل 

 تساؤلات البحث: -3

 بدءا من الرنا  مورثة عامل التخثر التاسع البشري  هل من الممكن تضخيمRNA  المستخلص من عينات

 ؟كبد بشرية

  هل يمكن إدخال المورثة ضمن بلازميدات تمكننا من تحوير جراثيم قادرة على إنتاج بروتين عامل التخثر

 التاسع البشري ضمن وسط مغذي لها؟ 

  بحيث يكون البروتين المأشوب المنتج في الجراثيم شكله الفعالب يمكن إنتاج بروتين العامل التاسعهل ،

 ؟وظيفيا  

 فرضيات البحث:  -4

عن طريق الرنا المرسال المستخلص  عامل التخثر التاسع البشري التسلسل النكليوتيدي المشفر لالحصول على يمكن 

بتصنيع الدنا المتمم ومن ثم غرس التسلسل النكليوتيدي ضمن بلازميد  عينات لخزعات كبدية بشرية، متبوعا  من 

 التخثر التاسع البشري في طلائعيات النوى.  لمناسب للتعبير عن عام

 مسلمات البحث: -5

 يتم التعبير عن مورثة العامل التاسع البشري حصريا  في خلايا الكبد. 
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 التخثر التاسع البشري كعلاج بيولوجي لمرضى الناعور ب.  يستخدم عامل 

 أهداف البحث : -6

 يهدف البحث إلى:

 .عينة كبديةمن البشري عامل التخثر التاسع تسلسل النكليوتيدي الخاص بال وتضخيم عزل -1

 .هن من التعبير عنمكّ  ضمن بلاسميد ي   تنسيل للتسلسل النوعي لعامل التخثر التاسع البشري إجراء  -2

 أهمية البحث : -7

الفعالية في علاج الأمراض مان و العلاج الحديثة من حيث الأ من أهم طرق  بيولوجيةتعد العلاجات ال

وبدون أية مضاعفات على إعتبارها تحاكي طبيعة الجسم البشري ومن نفس المكونات البشرية، وبالتالي الوصول 

من خلال  مرضى الناعور ب.لعلاج بشكله الفعال  إلى دواء يحتوي على بروتين عامل التخثر التاسع البشري 

العلاجي لمرض الناعور ب،  بيولوجيإلى الدواء اليمكن من خلالها الوصول الأبحاث والدراسات اللاحقة والتي 

. رخيص الثمن بمتناول جميع المرضى ا  مما يشكل علاج ،إنتاجه محليا  وبتكلفة أقل بكثير من سعره عالميا  يمكن 

أخرى.  ة بشريةكول عزل مورثة عامل التخثر التاسع البشري إلى حدٍ كبير أي بروتوكول عزل مورثبروتو  يشبهو 

 أخر. بيولوجيتفيدنا في التوصل إلى علاج  أخرى  إتباع نفس الخطوات لعزل مورثة بشرية وعليه، يمكننا

 : مبررات البحث -8

 .في سورية لمرضى الناعور ب ي فعال ورخيص الثمنلاجعتأمين مصدر  -1
 بتوطين التقانات اللازمة لاصطناع الأدوية البيولوجية في سورية.المساهمة  -2

 البحث : محدوديات -9
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 الرنا  تركيزكون و  ،خزعات إبرية، والتي تكون عادة على شكل لعينات الكبديةالصغير جدا  لحجم ال

تضخيم إحتمالية قلل من قد ي مما ،ضمن الخلايا الكبديةضعيف جدا   المرسال الخاص بالعامل التاسع

 .التسلسل النكليوتيدي للعامل التاسع البشري من هذه العينات

  في معظم الخلايا الكبدية  ا  يسبب تلفقد مما  ،من كبد مرضى غير سليميين والخزعات العيناتيتم أخذ

 .ندرة تواجد الرنا المرسال النوعي لعامل التخثر التاسع البشري و 

 الكبد ت من متطوعيين سليميعينالى من غير الممكن أخلاقيا  الحصول ع. 

  التعامل  مما يحصر على كتلة نسيجية من الكبد،عدم توفر خط خلوي كبدي وصعوبة إمكانية الحصول

 الخزعات الكبدية الإبرية فقط.مع  
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 الجزء الأول 

 )أدبيــات البـــحـث(
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 تخثر الدم وآليه عمل شلال التخثر: مفهوم -1

عندما أطلق العالم ديفي وراتنوف وماكفارلين نظرية شلال التخثر  1960لى عام إد مصطلح تخثر الدم يعو 

شكيل الخثرة وبالتالي ات تؤدي في النهاية الى حدوث الإرقاء وتنزيمالتي تحدد المبدأ الأساسي لعمل مجموعة من الإ

ات التي تقوم على تنشيط إنزيمكم بين عمل هذا التوازن المحيتم . و (Achneck HE, et al, 2010) توقف النزف

بين نظام التخثر وتحلل الخثرات والصفائح الدموية  ات التخثر ضمن سلسلة معقدة من التفاعلات ماإنزيموتثبيط 

 وجدار الوعاء الدموي.

 ،من تكون الخثرة الدموية تعتمد آليه حدوث الخثرة على تثبيط سلسلة من التفاعلات التي تحد أساسا  

حدوث التوازن بين تثبيط عمل التفاعلات التي تعمل على منع تشكل الخثرة الدموية وتنشيط عمل يؤدي لتالي وبا

ا وفيم.  (Previtali et al, 2011) لى حدوث خثرة دموية مناسبة لإيقاف نزف الدمإفي النهاية عوامل التخثر 

الجدول رقم )تعمل على عدم تشكلها  واملعتعمل على حدوث الخثرة و التي  عوامليلي جدول يبين مجموعة من ال

1.)  

  

 

 

 

 

 

 المشكلة للخثرة والحالة للخثرة الدموية عواملال :1الجدول 

)2014 ,et al Palta(  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Palta%20S%5BAuthor%5D
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التي تعمل على التحكم وضبط  ربعل الخثرات يجب فهم الآليات الأولكي يتم فهم آلية عمل التخثر الدموي وتشك

 حدوث الخثرة الدموية داخل جسم الإنسان وهي:

 (.Primary Haemostasis) الإرقاء الأولي -1

 (.Coagulation pathways) بشلال التخثريسمى  الإرقاء الثانوي أو ما -2

 .Anticoagulant System)) لتشكل الخثرات ةالمضاد المنظومة -3

 (.Fibrinolytic systemللفبرين ) ةالحال ومةظالمن -4

 :(primary haemostasisالإرقاء الأولي ) -1-1

والبروتينات اللاصقة  ينتج الإرقاء الأولي عن طريق تفاعلات معقدة بين الصفيحات وجدار الوعاء الدموي 
 .(Cines DB, et al , 1998) يسمى سدادة الصفيحات الأولية بينهم لتشكل في النهاية ما

يحتوي جدار الأوعية الدموية على خلايا ظهارية تمتد على طول السطح الداخلي للوعاء الدموي لها 

الهيبارين الحالة للخثرة وهي ) املعو ة من الحتوائها على مجموعابسبب خصائص مضادة لتشكل الخثرات الدموية 

 عوامل –مثبطة لتشكل الصفيحات  عوامل –فوسفولبيدات  –أمينوغليكان  يسمى غلوكوز سالب الشحنة أو ما

تحت  عواملو  ،(Lasne D, Jude B and Susen S , 2006) منشطة لحل الفيبرين( عوامل –مانعة للتخثر 

 – vWFعامل فانويلبراند  –تشكل الخثرات وهي ) الكولاجين ظهارية شديدة التجلط لها خصائص مساعدة في 

 وبروتينات تساعد على التصاق الصفيحات الدموية مثل اللامينين و ثرومبوسبوندين و فيترونكتين(

(Coagulation and bleeding disorders, 2000). 

اء الضخمة تتشكل الصفيحات الدموية هي عبارة عن مجموعة من شدف الخلايا مشتقة من خلايا النو 

على هيئة قرص لها دور هام في حدوث الإرقاء وذلك عن طريق تشكيل سدادة الصفيحات الأولية في مرحلة 

وبالتالي تشكل شبكة الفيبرين على سطح  ،الإرقاء الأولي والتي تؤمن السطح الملائم لتتجمع عوامل التخثر النشطة

 مستقرة.الصفيحات المكدسة ومنه تشكل الخثرة الدموية ال
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 ت:يباي  الصفيحات على نوعين من الحبتحتو 

، فيبرينوكتين  fibrinogen، فيبرينوجين  P-selectinسلكتين -ألفا: تحتوي على ب يباتحب  .1

fibronectinمس ا، العامل الخfactor V  العامل الثامن ،factor VIII  عامل الصفيحات الرابع ،

platelet factor IV ن الصفيحات ، عامل النمو المشتق مplatelet-derived growth factor 

 ,transforming growth factor-α (TGF-α) . (Heemskerk et al ستحاليعامل النمو الاو 

2002) 

، كالسيوم (ADP)، أدينوزين ثنائي الفوسفات (ATP)غاما: تحتوي على أدينوزين ثلاثي الفوسفات  يباتحب .2

(Ca)هيستامين وأدرينالين، سيروتونين ، epinephrine، (Heemskerk et al, 2002). 

المتواجدين  vWF عامل فون فلبراندعند حدوث أذية في جدار الوعاء الدموي تلتصق الصفيحات مع الكولاجين و 

وبالتالي تشكل العديد من الوصلات شبيه بالأرجل الكاذبة تزيد مساحة سطح الوعاء  ،ضمن الخلايا تحت الظهارية

 لسدادة الصفيحية الأولية.تشكل ا منهالمتأذي و 

 :من المراحل التالية Platelet Plugتشكل سدادة الصفيحات الأولية ويتألف 

 لتصاق الصفيحات:إ .1

رتباط الصفيحات مع الى يبدأ التصاق الصفيحات عند حدوث أي أذية في الوعاء الدموي مما يؤدي إ

حيث يرتبط من جهة بالكولاجين  ،البراندفن و لايا تحت الظاهرية بواسطة عامل فالكولاجين المتواجد ضمن خ

 platelet glycoprotein (GP-Ib) المتواجدة على سطح الصفيحات  ومن جهة أخرى على مستقبلات

complex I   يلصق الصفيحات بجدار الوعاء. ا  جسر  مشكلا 

 

 إفراز الصفيحات: .2
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حيث يتم فرز  ،لمتواجدة ضمنهاا يباتالمتواجدة ضمن الحب عواملتبدأ الصفيحات بتحرير ال ،بعد الاتصاق

لعمل عوامل  ا  ملائم ا  يرتبط الكالسيوم مع الفوسفولبيدات مما يؤمن سطحو العديدة،  لالكالسيوم بالإضافة للعوام

 التخثر الأخرى.

 تكدس الصفيحات: .3

مما يزيد من تجمع الصفيحات الدموية  ADPمع الأدينوزين ثنائي الفوسفات  TxA2يرتبط الثرومبوكسان 

كيل السدادة الصفيحية المؤقتة، كما يؤدي هذا الإرتباط إلى إحداث تغيرات بنيوية في مستقبلات وتش

GpIIb/IIIa  يتم تفعيل الترومبين والذي ، ثم ؤدي إلى إفراغ الفيبرينوجينيمما المتواجدة على سطح الصفيحات

 للإرقاء الثانوي  دة الصفيحية وصولا  يعمل على تحويل الفيبرينوجين إلى فبرين وبالتالي زيادة في ثباتية السدا

(Heemskerk et al, 2002) . هنالك توازن محكم بين عمل الثرومبوكسان والبروستاسايكلين وذلك لتشكيل

الثرومبوكسان على تشكيل  حيث يعمل ،خثرة ملائمة للأذية المحدثة وعدم تشكل خثرة زائدة تسد الوعاء الدموي 

 .(Cines et al, 1998)  و (Ashby et al, 1990) ها لين على منع تشكلوستاسايكالبر بينما يعمل الخثرة 

:الإرقاء الثانوي أو شلال التخثر - 2-1   

العنصر الأساسي في حدوث شلال التخثر الذي يؤدي في النهاية إلى تحول  تعد عوامل التخثر     

الثابتة وذلك عن طريق سلسلة معقدة من الفيبرينوجين المنحل إالى خيوط  الفبرين الغير المنحلة وتشكل الخثرة 

 بينهم. التفاعلات فيما

 

 :(2)الجدول  بروتينات التخثر أو عوامل
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يسمى  غير فعال أو ماشكل ب ،عدا العامل الثالث ما ،يتم إنتاج معظم عوامل التخثر من الخلايا الكبدية

بنية الر من غيبعد الترجمة مما ي ما لاتعديت ى هذه العواملطرأ علت ،حدوث الأذية الوعائية عند. Zymogen بالـ

يسمح لها أن ترتبط مع الشوارد الموجبة ثنائية و وتصبح فعالة  Kرتبط مع الفيتامين لت اتوالشكل الفراغي للبروتين

 .  (Monroe et al, 2010) القطب وبالأخص الكالسيوم وبالتالي المساهمة في عمل شلال التخثر

في الجسم لتتحول للشكل الفعال حيث يعمل على  Kعلى وجود فيتامين  عوامل التخثرالعديد من تعتمد 

أو استخدام  Kحدوث أي نقص في فيتامين يؤدي كربكسلة لحمض الغلوتاميك الموجود في عوامل التخثر، وبالتالي 

التخثر  خلل في عمل شلال إلى مثل الوارفارين إلى عدم فعالية عوامل التخثر ومنه Kالأدوية المضادة للفيتامين 

 وتشكل الخثرة الدموية.
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 :اأسماء عوامل التخثر وأرقامه

 ا  العامل السادس لم يعد موجود.  

 أكثر من اسم واحد لعوامل التخثر. هنالك 

 العامل الخامس والثامن تسمى بالعوامل الشفوية لأنها لم ترى ضمن عينات الدم المخزنة.  

  له دور في حدوث  ،بروتينات أصغر أهمها الثرومبينالبروثرومبين هو بروتين غير مستقر ينشطر إلى

الإلتهاب حيث يتم إفرازه بعد تفعيل المستقبلات المفعلة للبروتياز والموجودة على سطح الخلايا اللمفاوية 

lymphocytes  وخلايا وحيدة النواةmonocytes  والظهاريةendothelium و الدبقية dendritic 

cells .     (Hall , 2010) 

 امل فون ويلبراند عvWF  ما الدم ويتم إنتاجه من الخلايا ز ة عن بروتين سكري يتواجد ضمن بلاهو عبار

رتباط الصفيحات الدموية مع الخلايا تحت . يتواسط اخلايا النواءالظهارية والخلايا تحت الظهارية و 

و  (Sadler, 1998) نلعامل التخثر الثام ا  عمل كبروتين رابطيارية في جدار الوعاء الدموي كما الظه

(Barash et al, 2006). 

  قوة التجلط.بيعرف  الكبد، وهو أساس الفيبرين أو ما فيالفيبرينوجين  إنتاجيتم (Doolittle et al, 

 .(Kamath and Lip, 2003) و (1998

 ( العامل الثالثTFهو عبارة عن بروتين سكري مرتبط بالغشاء متواجد بالخلايا تحت الظهارية والخ ) لايا

يتفعل إلا عند حصول أذية في جدار الوعاء الدموي سواء كانت أذية فيزيائية لا يفرز إلى الدم و  الليفية ولا

 ) جرح مباشر( أو أذية وظيفية ) نقص أكسجة، إنتانات دموية، التهابات أو أورام خبيثة ....(. 

(Mackman et al, 2007)  و(Manly et al, 2011). 

 (:3الجدول ) إلى ثلاث مجموعاتعوامل التخثر  تصنف

 عائلة الفيبرينوجين -1
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  Kالبروتينات المعتمدة على فيتامين  -2

 عائلة التماس  -3

 

 

 

 

 

 

 شلال التخثر:

مسار العامل النسيجي ) المسار الخارجي( ومسار التفعيل بالتماس  ؛سابقا  إلى مسارينشلال التخثر صنف 

ولكن هذه النظرية أثبتت فوائدها فقط لفهم آلية  .FXالتخثر العاشر ذين ينتهيان بتفعيل عامل ل)المسار الداخلي( ال

فهنالك سلسلة أكبر ومفهوم مختلف لعمل شلال  ،أما ضمن الكائن الحي .حدوث التخثر ضمن عينات المختبر

لعوامل التخثر )الثاني عشر، الرابع  ينالفاقد ىضيث تبين أن المر ح، (Bombeli and Spahn, 2004) التخثر

قليلة من العامل  ةكمي ى ممن لديهممرضيكون الوكذلك  ،ملية التخثرخلل في ع مالخامس عشر( لديه عشر،

من نزف دم  ون يعانف ،لعامل الحادي عشراتماما  أما من يفقدون  .لحدوث كدمات متكررة ينالحادي عشر معرض

والناعور  Aإلى مرض الناعور التاسع يؤدي  وأنقص في عاملي التخثر الثامن ، وال( Cمتوسط الشدة ) الناعور 

B، .بالترتيب 

 ر إلى ثلاث مجموعاتتصنيف عوامل التخث :3الجدول 

(Palta et al, 2004) 
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فإن عطل أحد المسارين أو نقصان عامل من عوامل التخثر يعوض من  ،ن للتخثرار أن هنالك مسا بفرضو 

على إختلاف عمل شلال التخثر  مما يدل في جسم الكائن الحي ، بينما لا يتم التعويض تماما  عمل المسار الأخر

 ضمن الكائن الحي.

 ارجي )مسار العامل النسيجي(:المسار الخ 

يسمى العامل  بواسطة العامل الثالث أو ما يتم تنشيطهو الأولى في حدوث الإرقاء ضمن البلازما،  ويعد المرحلة

يرتبط العامل النسيجي مع عامل التخثر السابع  ،عند حدوث أذية وعائية .TF (Lasne et al, 2006)  النسيجي

إلى العامل العاشر الفعال   FXفعالالغير إلى تحويل العامل العاشر هذا الإرتباط  يؤديو والكالسيوم FVIIa الفعال 

FXa (Owens and Mackman, 2010). 

 :)المسار الداخلي )مسار التفعيل بالتماس 

 والذي بدوره يفعل العامل الرابع عشر ،مانيغعامل ه، أو يبدأ هذا المسار بتفعيل عامل التخثر الثاني عشر

العامل يفعل . FXIaيتم تفعيل العامل الحادي عشر  ، ومن ثمن( والعامل الخامس عشر )الكينونيجين()بريكاليكري

العامل التاسع الفعال مع العامل الثامن الفعال وهو عامل مساعد  ، ويرتبطFIXالحادي عشر الفعال العامل التاسع 

و  FX  (Kumar et al, 2010)امل العاشر يرتبط على أسطح الفوسفولبيدات ليفعل الع ا  يإنزيم ا  ويشكلان معقد

(Hall, 2010). 

 :المسار المشترك 

( ومن ثم يرتبطان مع FVaمع العامل المساعد له )العامل الخامس الفعال  FXaيرتبط العامل العاشر الفعال 

د يسمى معق ا  الفوسفولبيدات المتواجدة على سطح النسج والصفيحات الدموية ومع الكالسيوم مشكلين معقد

فعال( إلى الثرومبين )العامل الثاني الغير البروثرومبين )العامل الثاني  والذي يعمل على تحويل ،البروثرومبيناز

منحل، كما يعمل على الغير م إلى خيوط من الفبرين يعمل الثرومبين على تحويل الفيبرنوجين المنحل بالد الفعال(.
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ره يعمل على خلق روابط تشاركيه بين خيوط الفبرين المتواجدة والذي بدو  FXIIIتنشيط عامل التخثر الثالث عشر 

ل شبكة مترابطة ومتينة من خيوط الفبرين التي تثبت السدادة الصفيحية ومنه يوبالتالي تشك ،على سدادة الصفيحات

 .2الشكل رقم  (Hall, 2010)و  (Kumar et al, 2010)  تشكل الخثرة المتينة

 
 (Palta et al, 2004)عوامل التخثر في كلا المسارين و المسار المشترك مخطط آليه تفعيل  :2 الشكل

 

 مفهوم التخثر الجديد :

لعمل المسار الخارجي وإنما يزيد من إنتاج الثرومبين وحدوث أي  تبين أن المسار الداخلي ليس موازٍ بعد أن 

، تم إعتماد  (Coagulation and bleeding disorders, 2000) خلل فيه يمكن أن يعيق عمل التخثر بالكامل

 آلية جديدة في عمل شلال التخثر وفق الخطوات الآتية:

 : دءطور الب -1

على هذا المعقد يعمل و  .FVIIaيبدأ بارتباط العامل النسيجي عند حدوث أذية وعائية مع العامل السابع الفعال 

. بدوره، بين المسار الداخلي والخارجي كةهذا التفعيل خطوة مشتر  ، ويعتبرتفعيل العامل العاشر والعامل التاسع

ولكن كمية الثرومبين في هذه المرحلة ليست كافية إذ  ،إنتاج الثرومبينيتم  عامل العاشر العامل الثاني ومنهيفعل ال

 (.3الشكل ) TF pathway inhibitorيمكن إيقاف إنتاجه بواسطة العامل المثبط للعامل النسيجي 
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 (Palta et al, 2004) للتخثر البدأ في المفهوم الجديد مخطط عمل مرحلة :3الشكل 

 

 م:يطور التضخ -2

إيجابية تزيد من  عوهنالك آلية تلقيم راج ،ةغير كافي ءمرحلة البد فيكمية البروثرومبين المنتجة تكون       

ثامن واللذان يعملان الخامس وال ينالكمية القليلة من الثرومبين المنتجة بتفعيل العاملتقوم إنتاج الثرومبين، حيث 

تفعيل العامل التاسع ومنه تفعيل العامل العاشر ببدوره  قوموالذي ي ،كعوامل مساعدة ضمن معقد البروثرومبيناز

 ومنه الحصول على كمية أكبر من الثرومبين.

 طور الإنتاج: -3

على سطح الصفيحات  (ية )معقد البروثرومبيناز ومعقد التينازنزيمتراكم كميات وفيرة من المعقدات الإت      

بشكل مستمر واصطناع لثرومبين اد يتوليتم تفعيل الصفيحات الدموية وإنتاج الثرومبين، ومنه  تزيد منوبالتالي 

 .(4الشكل )، كافية من الفبرين لتشكيل الخثرة الكبيرة والمناسبة لإيقاف النزف وسد الأذية الوعائية ةكمي
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 (Palta et al, 2004) عمل طور الإنتاج ةآلي :4الشكل 

 طور التثبيت: -4

والذي بدوره  ،(fibrin stabilizing factorتفعيل الثرومبين أيضا إلى تفعيل العامل الثالث عشر )يؤدي 

فيما بينها مكونة شبكة متينة من الفبرين  ةبعض عن طريق تشكيل روابط تشاركيبيربط خيوط الفبرين بعضها 

 thrombinالحال للفبرين  نزيمأيضا الثرومبين بتثبيط الإيقوم و  ومثبتة على السدادة الصفيحية الأولية.

activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI)، .وبالتالي يحمي الخثرة المتشكلة من التحلل 

 Anticoagulant System):) لتشكل الخثرات ةالمضاد المنظومة -1-3

قد ل خثرة غير مناسبة كبيرة الحجم يالخثرة وذلك لمنع تشك مع آليات حدوث ا  ومحكم ا  متوازن ا  يلعب هذا النظام دور 
 .(Colvin, 2004)تؤدي لحدوث انسداد في الوعاء الدموي 

 شكل الخثرات الدموية وهي: تهنالك عدة آليات تعمل للحد من 

 مثبطات الثرومبين : -1

ن ويعمل على ثرومبيالمثبط الأساسي للو ،  Antithrombin (AT)ويعد أهمها عامل مضاد الثرومبين 

دي العشر والثاني عشر سيرين بروتياز ومنه تثبيط عمل الثرومبين والعامل التاسع والعاشر والحاتثبيط ال

تواجد ن الميمع سلفات الهيبار  ATالهيبارين، حيث يرتبط الـ مضاد الثرومبين بوجود كما تزيد فعالية  .مفعلةال

يتم إزالته بواسطة خلايا  ا  ويشكل معقد 1:1ل التخثر بنسبة مع عوام ATيرتبط الـ  على سطح الخلايا الظهارية.

 (.reticuloendothelialالشبكية البطانية )

ألفا -2( و heparin cofactor IIبارين  )يالعامل المساعد لله المثبطة أيضا  للثرومبين، عواملمن ال

 (Opal et al, 2002) (α1-antitrypsinألفا أنتي تربسين )-1( و α2 macroglobulinماكروغلوبيولين )

 Tissue factor plasminogenمثبط العامل النسيجي ) . والمثبط الآخر هو (Ejiofor, 2013)و 
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inhibitor)للمسار الخارجي عن طريق  ا  عبارة عن عديد ببتيدي ينتج من الخلايا البطانية، يعد مثبط ، وهو

 .(Price et al, 2004)و   TF-VIIa  (Ejiofor, 2013)معقد  العامل النسيجي مع العامل السابع الفعالين 

 (:Protein C pathwayمسار البروتين سي ) -2

و يتألف من أربعة عناصر يعمل هذا المسار على تثبيط عمل طور الإنتاج في مراحل التخثر الدموي، 

 هي:أساسية 

  بروتين سيProtein C : 

خثر وحال للفبرين ومضادة للإلتهاب، يتم تفعيله السيرين بروتياز له خواص مضادة للت إنزيمهو عبارة عن 

وبدوره يعمل على تثبيط عاملي التخثر الخامس  (APC)بواسطة الثرومبين ليشكل البروتين سي الفعال 

 ( والفوسفولبيدات.Protein Sوالثامن الفعاليين وذلك بالتعاون مع بروتين س )

 ( ثرومبوميديوللين أThrombomodulin – A:) 

متأذية الغير كل الخثرة في الخلايا البطانية يمنع تش ،عن مستقبل ضمن غشاء الخلايا البطانية وهو عبارة

 ك عن طريق إرتباطه مع الثرومبين.وذل

  :مستقبل بروتين سي البطاني 

 ية، يساعد على تفعيل بروتين سي.وهو عبارة أيضا  عن مستقبل ضمن غشاء الخلايا البطان

 ( بروتين سProtein S:) 

الحر  بارة عن بروتين سكري مصنع من الخلايا البطانية وخلايا الكبد، ويتواجد في البلازما بالشكلهو ع

وتعتمد خاصيته المضادة للتخثر على الشكل ، (C4bيرتبط مع بروتين % )60% و الشكل المرتبط 40

يث ينخفض تركيز ح يعمل كمثبط للجملة المتممة ومنظم لحالات الإلتهاب،فأما الشكل المرتبط  .الحر فقط

التخثر الخامس يلعب دور عامل مساعد للبروتين سي الفعال حيث يساعد على تثبيط عاملي  البروتين س.
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 ,Rigby and Grant) (FVa-FXa) كما يعمل كمثبط مباشر لمعقد البروثرومبينازمفعلين، و الثامن ال

2004). 

  بروتينZ ( المثبط للبروتيازPZI:) 

مع  اعليعمل على تثبيط العامل العاشر الفعال وذلك بالتف، و اجه من خلايا الكبدثا ، يتم إنتاكتشف حدي

 الكاسيوم.

 

 (:Fibrinolytic systemللفبرين ) ةالحال المنظومة  -1-4

منظومتين معا . حيث يتم تنشيط ال ،مع نظام شلال التخثر مل بشكل متوازٍ عت منظومةعبارة عن  هي

ية نزيمقوم بمجموعة من التفاعلات الإوت، تحديد حجم شبكة الفبرين المتشكلةلى عوتعمل المنظومة الحالة للفبرين 

 fibrin degradation products (FDPs)التي تحل خثرة الفبرين إلى مجموعة من منتجات حطام الفبرين 

يتم تحفيز هذا التفاعل . رابط للفبرين في الخلايا الكبديةالبلازمين الذي يتم إنتاجه من البلازمينوجين ال إنزيمبواسطة 

حرر تالذي ي urokinase plasminogen activator (u-PA)المحفز لليوريكناز  نزيمأو الإ t-PA إنزيمبواسطة 

نسداد الأنسجة أو عند تحرر الثرومبين، الأدرينالين، إه عند حالات حيث ينشط تحرير  ،من الخلايا البطانية الوعائية

 α-2أنتي بلازمين  2-يتم التحكم بعمل  البلازمين بواسطة ألفاو  لشاقة.الفاسوبريسين وحالات التمارين ا

antiplasmin (a-2AP) الذي يحد من توسع عمل نظام الحال للفبرين  (Cesarman-Maus and Hajjar 

  (. 5الشكل ) (2005,
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 (Palta et al, 2004) آلية عمل والتحكم بنظام الحال للفبرين :5 لشكلا

 

، حيث FDP'sللفبرين سريريا عن طريق قياس تركيز حطام الفبرين  ةالحالالمنظومة  نسبة نشاط تحدد
حل منظومة في  ا  أساسي ا  مشعر  دويع ،الروابط بين الفبرينمن وهو أحد المكونات الناتجة  D dimersيتم قياس 

تجلطات الأوردة و  (DIC)الخثار داخل الوعاء المنتشر  الفبرين ويستخدم لتشخيص وتقيم نسبة الصمة الرئوية و
 .(Colvin, 2004) العميقة

 :للفبرين ةالحالالمنظومة تنظم عمل عوامل تضبط و ثلاثة  هنالكو 

 نزيمالإ ( المثبط لعمل البلازمينوجينPlasminogen activator inhibitor)،  وهو المثبط الرئيس لحل

 وس.بشكل غير عك u-PAو الـ  t-PAي الـ إنزيمالفبرين عن طريق تثبيط عمل 

 TAFI  متواجد بالبلازما يتم تصنيعه بالخلايا الكبدية وينشط بالثرومبين، يعمل  إنزيمهو عبارة عن برو

الذي  anti-trypsinالأنتي تربسبن  إنزيمعلى تقليل الإلفة بين البلازمينوجين والفبرين كما يزيد من نشاط 

 يثبط البلازمين.

 2-مثبط البلازمين ألفا (α2- antiplasmin و )ماكروغلوبيولين ) 2-ألفا(α2Macroglobulin  وهم

 عبارة عن بروتينات سكرية التي تعمل على تثبيط البلازمين.

 عامل التخثر التاسع البشري:  -2 
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إلى  ة  نسب (FIX, Christmas factor)يسمى عامل كريستماس  أو ما ،عامل التخثر التاسع يتم إنتاج

( zymogen)طليعة إنزيم لى شكل من الخلايا الكبدية ع ،كريستماسأول طفل اكتشف فيه المرض واسمه ستيفن 

غير وهو الشكل  ،ساعة( 24-18كيلو دالتون والعمر النصفي له من  57من سلسلة السيرين بروتياز )حجمه 

حيث ينشط إلى سيرين بروتياز فعال يرتبط مع فوسفولبيدات الغشاء الخلوي بوجود  ،فعال من العامل التاسعال

فعال ليحوله إلى الغير مع العامل العاشر  العامل التاسع الفعاليرتبط . ايزولوسين -يوم ليتحلمه إلى أرجينينالكالس

كما يعمل العامل الثامن الفعال كعامل مساعد للعامل التاسع  ،(Zhong et al, 2002) (FXa)فعال  عامل عاشر

 يزيد من تحفيزه ونشاطه.

عالجته في الغشاء الهيولي وجهاز تم متا الكبدية على شكل غير فعال ثم ييتم إنتاج العامل التاسع من الخلا

ثم يطرح بالشكل  ،بعد الترجمة تؤدي إلى انشطار لبعض البروتينات ولجي حيث يطرأ عليه عدة تعديلات ماغ

و عن طريق إما بواسطة العامل الحادي عشر في المسار الداخلي للتخثر أ العامل التاسع يتم تفعيل الفعال في الدم.

ببتيدية مرتبطة مع بعضها العامل السابع الفعال في المسار الخارجي فينشطر البروتين ليشكل سلسلتين عديدات 

نكسين، -2ثرومبين،مضاد الببطئ بإرتباطه بعدة عوامل وهي جسر وحيد ثنائي الكبريت، ويعاد تثبيطه البعض ب

 Howard et) لكبد أو يحطم بواسطة النتروفيل إيلاستازمستقبلات داخل خلايا او  المثبط للبروتياز، Zبروتين 

al, 2007). 

كيلو  33.5 اطولهيبلغ إكسونات و  8تحتوي على و ، X الجنسي لعامل التاسع على الصبغياتقع مورثة 
 أن تسبب اضطرابات في النزف تسمى مرض الناعور ب في مواقع متعددة للمورثة يمكن للطفراتو  ،شفع أساس

(Green et al, 1989). 

% من جميع حالات 20ما يعادل تقريبا وهو  ،ألف مريض رجل 30لكل  1يحدث المرض بنسبة مريض 

ؤدي إلى مرض ت( promoter regionمنطقة البادئة للجين )الإذا كانت الطفرة في  ،الناعور. في بعض الحالات

حيث تشخص هذه ، (Reitsma et al, 1998) ناعور قليل الخطورة مقارنة بحدوث الطفرة من مناطق أخرى 
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الحالة بغياب كامل للعامل التاسع في مرحلة الطفولة وإعادة ظهوره تدريجيا في مراحلة البلوغ حتى يصل تقريبا 

 للقيمة الطبيعية.

% من  20فقط بحيث يتلقى مكلفة جدا،  هو معاوضة البروتين المفقود وهي المعالجة الوحيدة والحالية للمرض

خاصة في مرحلة الطفولة في  ا  مميت ا  الناعور يشكل مرض ، بينما لا يزاللعالم العلاجالمرضى المصابين في ا

 المجتمعات الفقيرة.

 بنية بروتين عامل التخثر التاسع البشري: -2-1  

 أقسام: ةمن أربع عبنية الأولية للعامل التاستتألف ال

  القسم الأول يسمىGLA  2الحاوي على يحوي نهاية حمض الغلوتاميك كاربوكسي غاماNH وهي تحوي ،

تحول للشكل الحمض الغلوتاميك والتي تتحول إلى غاما كاربوكسي حمض الغلوتاميك عند ثمالة  12على 

 الكالسيوم. واردمع سطح الفوسفولبيدات بوجود شالفعال والتي تعمل على تسهيل ارتباط العامل التاسع 

  القسم الثاني يسمىEGF لعامل النمو للبشرة )ن ين مشابهتييحوي على سلسلتepidermal growth 

factor،) 2متدان على طول المنطقة المحصورة بين النهاية تNH  و الـAP . 

  سمى يالقسم الثالثAP  وهو عبارة عن ببتيد فعال يتم تحرره عندما يتحول الزيموجين إلى سيرين بروتياز

 فعال.

  القسم الرابع يسمىCATALYTIC DOMAIN ة  تعمل سوي ثمالات حموض أمينية ةثوهو عبارة عن ثلا 

 .  (Ser-365, His 221, Asp-269)على تحفيز السيرين بروتياز وهي
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 (COAGULATION FACTOR IX)البنية الأولية لعامل التخثر التاسع البشري  :6 الشكل

  

بيد مع العامل السابع يتم تفعيل عامل التخثر التاسع إما بواسطة العامل الحادي عشر أو بواسطة معقد الفوسفول

فيتحول إلى عامل   6الموضحة بالشكل  A (Arg145-Ala146، )عامل النسيجي، حيث يتم قطع المنطقة الو 

فيتحول  B ((Arg180-Val181( ومن ثم يحدث قطع في المنطقة intermediate IXaالتاسع نصف الفعال )

 (.IXaβبيتا )-يسمى عامل التاسع إلى العامل التاسع الفعال أو ما

والـ   GLA( تحتوي على منطقة الـlight chain) ا  أميني ا  حمض 145سلسلة خفيفة  ؛نانتج عن هذا القطع سلسلتتو 

EGF،  ا  أميني ا  حمض 236وسلسلة ثقيلة (heavy chain تحتوي على منطقة الـ )CATALYTIC DOMAIN .

 ا  أميني ا  حمض 35، وتتحرر قطعة disulfide bondبواسطة جسر ثنائي الكبريت  اويتم ربط السلسلتين مع بعضهم

 .(7 الشكل) APتمثل الببتيد الفعال 

 factor)( أحد مكونات المعقد المحفز للعامل العاشر IXaβيعتبر العامل التاسع الفعال )

VIIIa/IXa/Ca2+/phospholipid) مفعلتحويله إلى العامل العاشر ال والذي يعمل على (FXa.) 

 لعامل التخثر التاسع البشري: البنية الجزيئية -2-2

ن للدنا الجينومي للعامل التاسع البشري والتي تعطي سلسلتين متغايرتين من الدنا ان مرجعيتاسلسلت توجد

المورثة مع  ممثلة   شفع أساس كيلو 38من  ة  تتألف سلسلة الدنا كامل المنسوخ من الرنا المرسال. cDNAالفعال 
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تضمن سبعة إنترونات وثمانية ت شفع أساس كيلو 33,5تمثل المورثة لوحدها و  '3و  '5حقة عند لاالنهايات ال

 prepro leaderالسلسلة قبل الناضجة للسلسلة الرئيسة ) ة  كسونات الثمانية مجتمعالإ . تشكلإكسونات

sequence  غير الممثل للشكل طليعة الإنزيم ة القبلية ومنه إلى سومن ثم تتحول للسل ا ،أميني ا  حمض 415( مع

 .(8الشكل )والذي يتم طرحه بالدم ويتحول عند حدوث أذية وعائية إلى الشكل الفعال  ،فعال للعامل التاسعال

 
 )Zacchi et al, 2021(الشكل الفعال للعامل التاسع البشري  : 7الشكل 

 
 

 
 (Chavali et al, 2011)، مراحل تطور السلسلة البدائية من العامل التاسع البشري 8الشكل رقم 
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؛ سونات فقط( للعامل التاسع البشري لدنا الجينومي )الإكل من التسلسل النكليوتيدي نامتغايرتن اسلسلتوتوجد 

 (.transcript variant 2)2النسخ  ( والثانية متغايرtranscript variant 1) 1الأولى متغاير النسخ  تسمى

شفع  1386المرمزة لبروتين عامل التخثر التاسع ب وتقدر المنطقة الفعالة و شفع أساس  2800الأولى من تتألف 

  أساس:

        1 actttcacaa tctgctagca aaggttatgc agcgcgtgaa catgatcatg gcagaatcac 

       61 caggcctcat caccatctgc cttttaggat atctactcag tgctgaatgt acagtttttc 

      121 ttgatcatga aaacgccaac aaaattctga atcggccaaa gaggtataat tcaggtaaat 

      181 tggaagagtt tgttcaaggg aaccttgaga gagaatgtat ggaagaaaag tgtagttttg 

      241 aagaagcacg agaagttttt gaaaacactg aaagaacaac tgaattttgg aagcagtatg 

      301 ttgatggaga tcagtgtgag tccaatccat gtttaaatgg cggcagttgc aaggatgaca 

      361 ttaattccta tgaatgttgg tgtccctttg gatttgaagg aaagaactgt gaattagatg 

      421 taacatgtaa cattaagaat ggcagatgcg agcagttttg taaaaatagt gctgataaca 

      481 aggtggtttg ctcctgtact gagggatatc gacttgcaga aaaccagaag tcctgtgaac 

      541 cagcagtgcc atttccatgt ggaagagttt ctgtttcaca aacttctaag ctcacccgtg 

      601 ctgagactgt ttttcctgat gtggactatg taaattctac tgaagctgaa accattttgg 

      661 ataacatcac tcaaagcacc caatcattta atgacttcac tcgggttgtt ggtggagaag 

      721 atgccaaacc aggtcaattc ccttggcagg ttgttttgaa tggtaaagtt gatgcattct 

      781 gtggaggctc tatcgttaat gaaaaatgga ttgtaactgc tgcccactgt gttgaaactg 

      841 gtgttaaaat tacagttgtc gcaggtgaac ataatattga ggagacagaa catacagagc 

      901 aaaagcgaaa tgtgattcga attattcctc accacaacta caatgcagct attaataagt 

      961 acaaccatga cattgccctt ctggaactgg acgaaccctt agtgctaaac agctacgtta 

     1021 cacctatttg cattgctgac aaggaataca cgaacatctt cctcaaattt ggatctggct 

     1081 atgtaagtgg ctggggaaga gtcttccaca aagggagatc agctttagtt cttcagtacc 

     1141 ttagagttcc acttgttgac cgagccacat gtcttcgatc tacaaagttc accatctata 

     1201 acaacatgtt ctgtgctggc ttccatgaag gaggtagaga ttcatgtcaa ggagatagtg 

     1261 ggggacccca tgttactgaa gtggaaggga ccagtttctt aactggaatt attagctggg 

     1321 gtgaagagtg tgcaatgaaa ggcaaatatg gaatatatac caaggtatcc cggtatgtca 

     1381 actggattaa ggaaaaaaca aagctcactt aatgaaagat ggatttccaa ggttaattca 

     1441 ttggaattga aaattaacag ggcctctcac taactaatca ctttcccatc ttttgttaga 

     1501 tttgaatata tacattctat gatcattgct ttttctcttt acaggggaga atttcatatt 

     1561 ttacctgagc aaattgatta gaaaatggaa ccactagagg aatataatgt gttaggaaat 

     1621 tacagtcatt tctaagggcc cagcccttga caaaattgtg aagttaaatt ctccactctg 

     1681 tccatcagat actatggttc tccactatgg caactaactc actcaatttt ccctccttag 

     1741 cagcattcca tcttcccgat cttctttgct tctccaacca aaacatcaat gtttattagt 

     1801 tctgtataca gtacaggatc tttggtctac tctatcacaa ggccagtacc acactcatga 

     1861 agaaagaaca caggagtagc tgagaggcta aaactcatca aaaacactac tccttttcct 

     1921 ctaccctatt cctcaatctt ttaccttttc caaatcccaa tccccaaatc agtttttctc 

     1981 tttcttactc cctctctccc ttttaccctc catggtcgtt aaaggagaga tggggagcat 

     2041 cattctgtta tacttctgta cacagttata catgtctatc aaacccagac ttgcttccgt 

     2101 agtggagact tgcttttcag aacataggga tgaagtaagg tgcctgaaaa gtttggggga 

     2161 aaagtttctt tcagagagtt aagttatttt atatatataa tatatatata aaatatataa 

     2221 tatacaatat aaatatatag tgtgtgtgta tgcgtgtgtg tagacacaca cgcatacaca 

     2281 catataatgg aagcaataag ccattctaag agcttgtatg gttatggagg tctgactagg 

     2341 catgatttca cgaaggcaag attggcatat cattgtaact aaaaaagctg acattgaccc 

     2401 agacatattg tactctttct aaaaataata ataataatgc taacagaaag aagagaaccg 

     2461 ttcgtttgca atctacagct agtagagact ttgaggaaga attcaacagt gtgtcttcag 

     2521 cagtgttcag agccaagcaa gaagttgaag ttgcctagac cagaggacat aagtatcatg 

     2581 tctcctttaa ctagcatacc ccgaagtgga gaagggtgca gcaggctcaa aggcataagt 

     2641 cattccaatc agccaactaa gttgtccttt tctggtttcg tgttcaccat ggaacatttt 

     2701 gattatagtt aatccttcta tcttgaatct tctagagagt tgctgaccaa ctgacgtatg 

     2761 tttccctttg tgaattaata aactggtgtt ctggttcata 
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  1272 ـوتقدر المنطقة الفعالة والمرمزة لبروتين عامل التخثر التاسع بشفع أساس   2686من الثانيةبينما تتألف 

 شفع أساس. 

        1 actttcacaa tctgctagca aaggttatgc agcgcgtgaa catgatcatg gcagaatcac 

       61 caggcctcat caccatctgc cttttaggat atctactcag tgctgaatgt acagtttttc 

      121 ttgatcatga aaacgccaac aaaattctga atcggccaaa gaggtataat tcaggtaaat 

      181 tggaagagtt tgttcaaggg aaccttgaga gagaatgtat ggaagaaaag tgtagttttg 

      241 aagaagcacg agaagttttt gaaaacactg aaagaacaac tgaattttgg aagcagtatg 

      301 ttgatgtaac atgtaacatt aagaatggca gatgcgagca gttttgtaaa aatagtgctg 

      361 ataacaaggt ggtttgctcc tgtactgagg gatatcgact tgcagaaaac cagaagtcct 

      421 gtgaaccagc agtgccattt ccatgtggaa gagtttctgt ttcacaaact tctaagctca 

      481 cccgtgctga gactgttttt cctgatgtgg actatgtaaa ttctactgaa gctgaaacca 

      541 ttttggataa catcactcaa agcacccaat catttaatga cttcactcgg gttgttggtg 

      601 gagaagatgc caaaccaggt caattccctt ggcaggttgt tttgaatggt aaagttgatg 

      661 cattctgtgg aggctctatc gttaatgaaa aatggattgt aactgctgcc cactgtgttg 

      721 aaactggtgt taaaattaca gttgtcgcag gtgaacataa tattgaggag acagaacata 

      781 cagagcaaaa gcgaaatgtg attcgaatta ttcctcacca caactacaat gcagctatta 

      841 ataagtacaa ccatgacatt gcccttctgg aactggacga acccttagtg ctaaacagct 

      901 acgttacacc tatttgcatt gctgacaagg aatacacgaa catcttcctc aaatttggat 

      961 ctggctatgt aagtggctgg ggaagagtct tccacaaagg gagatcagct ttagttcttc 

     1021 agtaccttag agttccactt gttgaccgag ccacatgtct tcgatctaca aagttcacca 

     1081 tctataacaa catgttctgt gctggcttcc atgaaggagg tagagattca tgtcaaggag 

     1141 atagtggggg accccatgtt actgaagtgg aagggaccag tttcttaact ggaattatta 

     1201 gctggggtga agagtgtgca atgaaaggca aatatggaat atataccaag gtatcccggt 

     1261 atgtcaactg gattaaggaa aaaacaaagc tcacttaatg aaagatggat ttccaaggtt 

     1321 aattcattgg aattgaaaat taacagggcc tctcactaac taatcacttt cccatctttt 

     1381 gttagatttg aatatataca ttctatgatc attgcttttt ctctttacag gggagaattt 

     1441 catattttac ctgagcaaat tgattagaaa atggaaccac tagaggaata taatgtgtta 

     1501 ggaaattaca gtcatttcta agggcccagc ccttgacaaa attgtgaagt taaattctcc 

     1561 actctgtcca tcagatacta tggttctcca ctatggcaac taactcactc aattttccct 

     1621 ccttagcagc attccatctt cccgatcttc tttgcttctc caaccaaaac atcaatgttt 

     1681 attagttctg tatacagtac aggatctttg gtctactcta tcacaaggcc agtaccacac 

     1741 tcatgaagaa agaacacagg agtagctgag aggctaaaac tcatcaaaaa cactactcct 

     1801 tttcctctac cctattcctc aatcttttac cttttccaaa tcccaatccc caaatcagtt 

     1861 tttctctttc ttactccctc tctccctttt accctccatg gtcgttaaag gagagatggg 

     1921 gagcatcatt ctgttatact tctgtacaca gttatacatg tctatcaaac ccagacttgc 

     1981 ttccgtagtg gagacttgct tttcagaaca tagggatgaa gtaaggtgcc tgaaaagttt 

     2041 gggggaaaag tttctttcag agagttaagt tattttatat atataatata tatataaaat 

     2101 atataatata caatataaat atatagtgtg tgtgtatgcg tgtgtgtaga cacacacgca 

     2161 tacacacata taatggaagc aataagccat tctaagagct tgtatggtta tggaggtctg 

     2221 actaggcatg atttcacgaa ggcaagattg gcatatcatt gtaactaaaa aagctgacat 

     2281 tgacccagac atattgtact ctttctaaaa ataataataa taatgctaac agaaagaaga 

     2341 gaaccgttcg tttgcaatct acagctagta gagactttga ggaagaattc aacagtgtgt 

     2401 cttcagcagt gttcagagcc aagcaagaag ttgaagttgc ctagaccaga ggacataagt 

     2461 atcatgtctc ctttaactag cataccccga agtggagaag ggtgcagcag gctcaaaggc 

     2521 ataagtcatt ccaatcagcc aactaagttg tccttttctg gtttcgtgtt caccatggaa 

     2581 cattttgatt atagttaatc cttctatctt gaatcttcta gagagttgct gaccaactga 

     2641 cgtatgtttc cctttgtgaa ttaataaact ggtgttctgg ttcata 
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 الأمراض الناتجة عن خلل في مراحل تخثر الدم: -3

 في عملية التخثر بسبب عيوب في مرحلة الإرقاء الأولي: اضطرابات -3-1  

في الصفيحات الدموية يؤدي  ا  أو وظيفي ا  كمي ا  نقصالدموي، أو تسبب تشوهات في جدار الوعاء تحدث       

 في النهاية إلى النزف بمستويات مختلفة الشدة. 

الأمراض الوراثية نادرة من  ووه Thrombocytopenia)نقص في عدد الصفيحات الدموية )قد يحدث 

معظم مرضاها يحتاج يمكن تشخيصها في مرحلة الطفولة و و الحدوث تسبب اضطرابات في الصفيحات الدموية، 

 قبل وبعد أي عمل جراحي. طنقل صفيحات فق إلى

والذي يسبب  IIb/IIIa)البروتينات السكرية للصفيحات، كنقص ) ضطرابات وراثية بسبب نقصقد تحدث ا 

يسبب متلازمة بيرنار و ( Ibونقص البروتين السكري ) ،Glanzmann thromboastheniaمان مرض غلانز 

((Bernard-Soulier syndrome (Yenicesu et al, 2002)  و(Colvin, 2004). نقل الدم أيضا  ل كما يمكن

عوز الدم بسبب  ةساعة أن يسبب اضطرابات نزفي 24ل للمريض بكميات كبيرة أو تبديل كامل دم المريض خلا

 .)4الجدول ) لوظيفية وعوامل التخثر الفعالةالمنقول للصفيحات ا

 اضطرابات في عملية التخثر بسبب عيوب في مرحلة الإرقاء الثانوي: -3-2

جية الطبيعة هنالك توازن محكم بين النزف وتشكل الخثرة، وبالتالي أي حالة مرضية يمكن أن لو و زييفي الحالة الف

 إما لحالة نزف غير مضبوط أو تشكل جلطات معقدة. وتقود ازن تخل في هذا التو 
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 اضطرابات تؤدي إلى نزف الدم: -3-2-1

 :الأمراض المتعلقة بالناعور 

o ( الناعور أ( Haemophilia A  وهو الشكل الأكثر شيوعا في معظم حالات الناعور ويحدث

 بسبب عوز بالعامل التخثر الثامن.

 الأمراض الناتجة عن اضطرابات في مرحلة الإرقاء الأولي :4الجدول 

(Palta et al, 2004) 
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o ( الناعور بHaemophilia B.يحدث بسبب عوز عامل التخثر التاسع ) 

o ( الناعور سيHaemophilia C يشكل )بسبب عوز يحدث % من حالات الناعور و 1

 Xوهو مرض وراثي ينتقل عن طريق الجنس مرتبط بالصبغي ، عامل التخثر الحادي عشر

عوامل كصفة متنحية ويصيب الرجال بنسبة أكبر، وتحدد نسبة خطورة النزف بحسب مستوى 

 .(Martlew VJ , 2000) التخثر المتواجدة 

o ( مرض فون وليبراندVon Willebrand diseaseوه )و من أشهر أمراض التخثر الوراثية ،

والذي يعمل كجزيء حامل ، ( كميا  أو وظيفيا  vWFعامل فون ويلبراند ) يحدث بسبب عوز

 لعامل التخثر الثامن مما يؤثر على ثبات العامل الثامن.

تشخيص الحالة المرضية بملاحظة تطاول في زمن النزف رغم تواجد كمية وافرة من الصفيحات  يتم

المضادة لتحلل الفبرين أو حمض الترانكساميك في حالات النزف  عواملوتعالج عرضيا إما بال ،الدموية

لجراحية لتوقع الطفيفة كما يمكن إعطاء دواء الديسموبريسين د والأرجنين والفاسوبريسين قبل العمليات ا

 عملها على رفع مستوى عامل التخثر الثامن عند المرضى المصابين باضطرابات كمية من العامل الثامن

(Martlew, 2000).  

 :الأمراض المتعلقة بعوز الفبرينوجين 

 وهي تعتبر من الحالات الوراثية النادرة جدا. ا ،أو كلي ا  يمكن أن يكون العوز جزئي

o مرض الفيبرنوجينيميا (Afibrinogenemia):  هو أقل أمراض عوز الفبرينوجين خطورة ويمكن أن يكون

حيث يظهر على شكل ورم دموي تحت الجلد أو ورم دموي مخفي في مرحلة  ،لدى المريض محتملا  

 .(Roberts et al, 2001) الولادة

o ( مرض التخثر المنتثر داخل الأوعيةDIC):  وذلك بسبب وهو حالة مرضية مكتسبة شائعة الحدوث

مما يؤدي إلى حدوث انسداد في  ،إستهلاك زائد لعوامل التخثر بالمشاركة مع ندرة الصفيحات الدموية
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ومن الأسباب الشائعة لهذا المرض الإنتانات والالتهابات الدموية، نقل دم غير  .الأوعية الدموية الصغيرة

 ملائم، الصدمات والصمات المتكررة. 

 الأمراض المتعلقة بالكبد: 

يعتبر الكبد المصنع لمعظم عوامل التخثر بالإضافة لإستقلاب عوامل التخثر الفعالة والعوامل الحالة 

  .على حدوث التخثر وبالتالي عند حدوث أي أذية كبدية شديدة يمكن أن تؤثر سلبا   ،للفبرين

 ا( نخفاض حرارة الجسمHypothermia:) 

مل ماضات الدم، حيث يحدث فشل في عدور مؤثر على عمل التخثر وخاصة في حالات ح له

ر ات التخثإنزيمينقص مستوى  س  33و في درجات حرارة أقل من  س 35الصفيحات عند درجة حرارة 

 .(Polderman, 2012)( 5الجدول ) المثبط للبلازمينوجين نزيموالإ

 (:Thrombotic Disorders)الدموية أمراض تؤدي إلى تشكل الخثرات  -3-2-2

  مع التقدم في العمر (factor V, VII, VIII, IX, fibrinogenبعض عوامل التخثر )ز يزداد تركي

(Franchini, 2006) ، وكذلك الأمر بالنسبة لعامل فونوليراندvWF (Coppola et al, 2003)  ،

تركيز ربما بسبب زيادة تكون وبالتالي الاحتمالية العالية للإصابة بأمراض القلبية الوعائية عند كبار السن 

 الفيبرينوجين بالبلازما والذي يؤدي إلى زيادة ترابط الصفيحات الدموية وزيادة حدوث الخثرات وزيادة لزوجة

 (Previtali et al, 2011) الدم

 ( الثرومبوفيلياthrombophillia.مصطلح يقال على جميع حالات التجلط المكتسبة ) 

 السرطانات، الحمل، السمنة،، ل التدخينأيضا هنالك عوامل عديدة تساهم في حدوث الجلطات مث

 (Pinjala et al, 2012) استخدام حبوب منع الحمل الفمويةو العمليات الجراحية، 
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 إنزيمعوز  يؤدي ATIII  يزيد من احتمالية تكون الجلطات و إلى انخفاض بروتين سي وبروتين س

، الحمل وحالات تنخر والتهاب ، المعالجة بالوارفارينKسواء كان بسبب وراثي أو بسبب نقص فيتامين 

 الكبد.

خلال الحمل انسداد بالوريد الأجوف السفلي بسبب الضغط من الرحم يترافق بزيادة يمكن أن يحدث 

يلبراند . أيضا  سجلت حالات انخفاض في نشاط ف ن و مل التخثر، الفيبرينوجين وعامل ففي تركيز عوا

ة إلى فشل في عمل نظام حل الفبرين. جميع هذه البروتين س ومقاومة مباشرة للروتين سي، بالإضاف

  .(Thornton and Douglas, 2010) الاضطرابات تزيد من احتمالية تكون الجلطات الدموية

بعد العمل الجراحي ونقص الحركة والجمود فترة طويلة حالة من نقص الأكسجة  مرحلة ماخلال نشأ ت

  مما يزيد احتماليه تكون الجلطات الدموية، TF سيجيعامل النالموضعي وهذا يؤدي إلى زيادة تركيز الـ

(Coppola et al, 2003)، وكذلك بالنسبة للساعة الأولى من العمل الجراحي يرتفع تركيز ال ـTF  والمفعل

الجدول )احتمالية تكون الجلطات الدموية  مما يزيد من vWFو العامل فون ويلبراند  tPAللبلازمينوجين 

5). 

 ت في النزف بسبب عيوب في نظام حل الفبرين:اضطرابا -3-3  

حل  منظومةجلت حالات تفاقم في عمل س   الأمراض الوراثية المتعلقة بفشل عمل نظام حل الفبرين نادرة جدا .تكون 

(، cardiopulmonary bypassالفبرين وبالتالي زيادة احتمالية النزف وخاصة في حالة المجازة القلبية الرئوية )

الكبد، انصمام السائل الأمينوسي، ورم  حل الفبرين في حالات الرضوح، تنخر منظومةزيادة في عمل  تكما لوحظ

والتي تؤدي إلى النزف الكبير أو التنخر المنتثر  t-PAنقي متعدد، لدغة الثعبان وحالات تتعلق بتفعيل كبير للـ 

 .(Ejiofor, 2013)(5الجدول )DIC داخل الأوعية 
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 نزف الدم الوراثي ) الناعور(:مرض  -4

هو من الأمراض الوراثية الخطيرة التي تؤدي إلى حدوث ، ويسمى أيضا  الهيموفيليا ،نزف الدم الوراثي أو الناعور

. (Berntorp and Shapiro, 2012) إضطرابات في تخثر الدم وتوقف النزف، وبالتالي نزف الدم لفترات أطول

لمتين الهيمو وتعني الدم وفيليا وتعني الحب وهي تعتبر من أكثر أمراض نزف الدم أتت تسميته بالهيموفيليا من ك

 .(Rogaev et al, 2009) خطورة  شيوعا  و 

 أنواع من الهيموفيليا: ةهنالك ثلاث

 ( الناعور أhemophilia A.والذي يحدث بسبب نقص عامل التخثر الثامن البشري : ) 

 ( الناعور ب(hemophilia Bبسبب نقص عامل التخثر التاسع البشري. : والذي يحدث 

الأمراض المكتسبة والوراثية التي تؤدي لنزف الدم أو تشكل  :5 الجدول
 الخثرات

(Palta et al, 2004) 
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ولفترة زمنية طويلة إثر  ا  شديد ا  حيث يسببان نزف أكثر حالات الناعور خطورة ، اويعتبر الناعور أ وب هم

 أي إصابة طفيفة أو حتى بدون إصابات.

 ( الناعور سيhemophilia C والذي يحدث بسبب نقص عامل التخثر الحادي عشر البشري وهو نادر :)

 جدا .

 ( الناعور المكتسبacquired hemophilia الذي ينتج بسبب نقص في عوامل التخثر من حيث العدد :)

 أو الجودة وخاصة عند الأطفال حديثي الولادة أو كبار السن والذي يختفي فورا بعد أول علاج له

(Schramm, 2014). 

تم تسجيل أول و يكتوريا ملكة انجلترا، ملكة فأيضا سمي مرض الناعور بداء الملوك حيث اكتشف في نسل ال

 .(Salen and Babiker, 2021)حالتين في العصور الوسطى لوفاة طفلين بعد عملية الختان لهم 

، حيث تحدث أن هنالك ميركي جون كونرادوأقدم وصف للمرض في العصور الوسطى من قبل الطبيب الأ

صابين وأطلق عليهم اسم ودين من أم غير مصابة من الموليالصبي وجد إذ ،مرض نزفي وراثي في عدة عائلات

الذي نشر مقال يشرح فيه وصف جيني   NASتم إدراجه رسميا من الدكتور فأما مصطلح الهيموفيليا  ."النازفون "

مفصل للهيموفيليا وأصدر قانون ناس الذي ينص على أن الهيموفيليا لا ينتقل إلا من أم غير مصابة إلى أبنائها 

  .(Kruse-Jarres et al, 2017)الصبية 

يعود سبب الهيموفيليا إلى نقص في عوامل تخثر الدم، حيث ينتج إما عن عيب أو طفرة في المورثات المعبرة 

يكون طفرة في المورثة المعبرة عن العامل الثامن والعامل التاسع و  1000ـ هنالك حوالي الو عن عوامل التخثر، 

 (.spontaneous mutationات تلقائية )من هذه الطفرات بسبب طفر % 30 حوالي

، وعند زواج أب مصاب Xتقع المورثة المعبرة عن عاملي التخثر الثامن والتاسع في الساق الطويلة للصبغي 

% 50لمرض ل توالإناث الحاملا .للمرض والذكور غير مصابين أبدا   تمة تكون كامل الإناث حاملامع أم سلي

للمرض، وبالتالي المرض  تحاملا نمنه ات% من الإناث المنجب50و  نمصابي نمن الذكور المنجبين منه
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، ناث بحالات نادرةقد يصيب الإمع ذلك،  .(Zimmerman and Valentino, 2013) لايصيب إلا الذكور

وبالتالي سيادة الصفة المتنحية ( أو بحالة زواج أب وأم مصابين  Xمتلازمة تيرنر ) غياب كلي أو جزئي للصبغي ك

 .(9الشكل ) (Bertamino et al, 2017) اج أب مصاب مع زوجة حاملة للمرضأو زو 

 
 ((Eveline et al, 2020، إنتقال الصفة المتنحية من أب مصاب وأم سليمة أو أب سليم و أم حاملة للمرض 9الشكل رقم 

 

 توزع و انتشار المرض: -4-1

وتقدر نسبة  ل الأعراق وكل بقاع العالم.في كتقريبا  وٍ من الأمراض المنتشرة بشكل متسا يعد الناعور

 ،ا  مصاب 400000 ـعدد المصابين حول العالم بيقدر و  ،مولود حي 10000مريض واحد لكل بالمرض 

(Stonebraker et al, 2010) .  ( من جميع حالات  85 -80ويعتبر الناعور أ أكثر انتشارا  ويقدر بحوالي )%

 الناعور.

صاب مد ذكر حي بينما الناعور ب يقدر بمولو  5000أ بمصاب واحد لكل  نسبة الإصابة بالناعورتقدر 

نسبة الإصابة في المناطق التي يكثر فيها  تزداد ،بالجنس ا  وباعتباره مرتبط .مولود ذكر حي 30000واحد لكل 

 تقدر نسبة إصابتهفأما الناعور سي . (Berntorp and Shapiro, 2012)و  (Llinás, 2010) زواج الأقارب 

اليهود الأشكيناز بالناعور سي حوالي  ىنسبة الإصابة لدتقدر شخص سليم، بينما  100000بمصاب واحد لكل 

 .(Tonbary et al, 2010)%  8ـ ال
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 تشخيص مرض الناعور ب: -4-2  

يشخص المرض بنقص في كمية ونشاط عامل التخثر التاسع البشري التي تؤدي إلى إرتشاحات ونزوف  

 والتي تطول قبل أن يحدث التئام للجروح. نالأسنان وبعد العمل الجراحيللجروح بعد قلع 

 :كالآتي تختلف نسبة النزف وتكرارها وخطورتها بحسب نسبة فعالية العامل التاسعو 

 في المفاصل والعضلات، ويتم الكشف عن  ومفاجئة بنزوفات عميقة ةالناعور ب الشديد: يشخص عاد

خمسة نزوفات مفاجئة وتلقائية  إلىويعاني المريض من اثنين  ،يضالمرض في أول سنتين من عمر المر 

 بالشهر الواحد.

  متوسط الشدة: لا يعاني المريض من نزوفات مفاجئة وعفوية، ولكن عند حدوث أي أذية طفيفة الناعور ب

السن الخامس أو السادس من  يمكن أن تؤدي إلى إرتشاحات ونزف لفترات طويلة، ويتم الكشف عنه في

 مرة واحدة بالسنة.إلى من مرة واحدة كل شهر وقد تصل نسبة النزف تقدر و ، عمرال

  النزف فقط عند أي عمل جراحي أو يحدث الناعور ب الخفيف: لايعاني المريض من أي نزف عفوي، و

يتم الكشف عن وجود ، وقد سنوات 10ونسبة النزف تقدر مرة واحدة بالسنة أو مرة واحدة كل  ،قلع للأسنان

 ض بمراحل متقدمة من العمر.المر 

في مرحلة الطفولة ومرحلة  علىعند جميع مرضى الناعور أ نسبة تكرار النزف  كون ت ،عام وبشكل

نسبة  نلديه ن% منه30هنالك فللإناث المصابات بالمرض، أما بالنسبة  باب.تقل في مرحلة الش، بينما الشيخوخة

الناعور ب ب اتمصاب نّ ورة عالية من النزف حتى ولو كط% وهي على خ 40نشاط عامل التخثر التاسع أقل من 

ن التعرض لكدمات كبيرة وجروح بالغة يؤدي إلى نزف شديد وعالي الخطورة بغض النظر عن حدة ، حيث أالخفيف

 المرض.

 : طرق علاج الناعور ب -4-3 
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د وحيدة ثم يطرأ يصنع عامل التخثر التاسع البشري من خلايا الكبد ويكون على شكل سلسة عديدة الببتي

 glycosylationغلكزة  –تشكل الجسر ثنائي الكبريت  –عليها تعديلات مابعد الترجمة ) انشطار بسلسلة الببتيد 

 – beta-hydroxylation بيتاهدركسلة  – kلحمض الغلوتاميك بوجود فيتامين  carboxylationكسلة كرب –

حيث يتم تفعيل العامل التاسع من قبل  ،(Mann, 1999)و  (Kurachi et al, 1993)  (شطر لببتيد الإشارة

العامل الحادي عشر أو العامل السابع والذي بدورة يرتبط مع العامل الثامن الفعال والفوسفولبيدات بوجود شاردة 

 الكالسيوم ليشكل معقد التيناز الذي يفعل العامل العاشر.

اسع البشري إلى تراجع وظيفي في تشكل معقد عامل التخثر الت فعاليةنقص بتركيز و اليؤدي  ،وبالتالي

 Oldenburg)و  (Mann, 1999)  التيناز وبالتالي نقص في إنتاج الثرومبين الذي ينتهي بتشكل خثرة دموية ثابتة

and Schwaab, 2001). 

علاج لحظي( لنزف )يعالج الناعور ب إما بتعويض الفاقد الدموي لعامل التخثر التاسع الفعال عند حدوث ا

 ,Franchini et al)معالجة وقائيةكة مرات بلاسبوع أو عن طريق إعطاء جرعات من العامل التاسع مجدولة عد

ن ( والذي حسّ pdFIX، تم الحصول على عامل التخثر التاسع المشتق من البلازما )1992في عام . (2012

quality of life (QOL ،)الحياة  جودة قارن بتحسني من متوسط العمر المتوقع لمرضى الناعور ب أو ما تدريجيا

و  (Mannucci, 2008) مما سمح من رفع نسبة الأمان في العمليات الجراحية خاصة عمليات تقويم العظام

(Mannucci, 2003) . (  سبوعيا  أكغ مرتين  1كلوحدة دولية ل 40-30وتم إعتماد المعالجة الوقائية البدائية )

، وذلك لمنع حدوث نزوفات بالمفاصل والجروح وبالتالي ب شديد الخطورة ية لمرضى الناعوركأفضل معالجة مثال

 80-60تحسين جودة الحياة للمرضى. يجب أن يكون تركيز العامل التاسع بالبلازما عند مرضى الناعور ب من 

 .(6الجدول )في حالات النزف الصغيرة  وحدة/ كغ 40-20من في حالات النزف الشديدة و  وحدة/ كغ
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 high-purityالعديد من المنتجات للعامل التاسع المشتقة من البلازما وبطرق عالية النقاوة )هنالك 

pdFIXتم العمل على تحسين الأمان و  .(7الجدول ) طرحها بالاسواق كعلاج للناعور ب ( والتي تم  الموافقة على

ت عديدة في تنقية وتثبيط الفيروسات السابقة، حيث تم إعتماد خطوا وات الأخيرةلية لهذه المنتجات في السنوالفعا

 Ludlam)و  (Azzi, 1992)  ولكن هنالك بعض المخاوف من البريونات والفيروسات المجردة من الغلاف،

and Turner, 2006)  نتانات دموية.إوالتي قد تسبب 

 ,Kurachi and Davie)بالعمل على تنسيل مورثة عامل التخثر التاسع  ء، تم البد1982في عام 

العمل على التحوير الوراثي  لخلايا مبيض الهامستر الصيني مما دفع إلى ، (Choo et al , 1982)و  (1982

 ,Pipe). 1998طرحة بالأسواق عام و  وبالتالي تم الحصول على بروتين عامل التخثر التاسع البشري المؤشب

 بالتالي يعتبر ،بالشكل النهائي الزرع أوحيوانية وبشرية في وسط  تواجد بروتيناتتم بدون تصنيعه وبما أن  (2008

 من مخاطر حدوث الانتانات. ا  منآ
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حتل العامل التاسع المؤشب مكانة مرموقة في علاج حالات الناعور ب وأصبح له الأفضلية بالمقارنة ا

 ;®BeneFIX) لعلاج الناعور ب وهو  هتم قبولرئيسي ، وهنالك منتج مع العامل التاسع المشتق من البلازما

Pfizer, Sandwich, UK) nonacog alfa  (Monahan and Di Paola, 2010) ( 7الجدول). 

 دراسات جديدة لتحديث عامل التخثر التاسع المؤشب: -4-3-1

ليل عدد الجرعات تم تطبيق بعض التعديلات لتحسين من العمر النصفي للعامل التاسع المؤشب، ومنه تق

 (PEG) عديلات هو التعديل بالشكل البوليميري بإضافة بويلي إيتيلين غليكول أحد أهم هذه الت المعطاة للمرضى.

، كعامل علاجيالبروتين الإلى  PEGتم إضافة روابط تشاركية بين الـ إذ ت بإستخدام تقنية دمج البروتين مع المنتج،

مة تحيط غماPEG  ـيشكل الإذ  ،PEGylation  (Ivens et al, 2013) الـعرف بيأصبح  و ماأ التخثر التاسع،
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مستقبلات الرابطة وال، (proteolytic enzymesات الحالة للبروتين )نزيممن التعرض للإ هبالبروتين وبالتالي تحمي

 .(Franchini et al, 2012)، الخلايا المناعيةللبروتين و 

 PEG (glycoPEGylated rFIX nonacog betaالعامل التاسع المؤشب المدمج مع الـ يبلغ حجم 

pegol) 40  عمر النصفي للعامل التاسع المؤشبالعمر النصفي خمسة أضعاف اليعادل و  ن كيلو دالتو (Elm et 

al, 2009).  تحسن ملحوظ بالحركية الدوائية بالإضافة إلى زيادة في أمان وفعالية الدواء، وتم إعتماد  قد ظهرو

وفي حالات النزف المتكرر والمطول مع التقليل حالات الوقائية وقبل العمليات الجراحية البشكل خاص في  الدواء

من عدد الجرعات المستخدمة وتقليل كمية البروتين المستهلك بالمقارنة مع عامل التخثر التاسع المؤشب أو المرتبط 

 .بالبلازما

لكل جزيئ من عامل التخثر التاسع المؤشب  Gمن الغلوبيولين المناعي  Fcإضافة الجزء كما تمت أيضا  

rFIX   وسمي(rFIX-Fc)ساعة  48 ـ، تبين أيضا أنه يزيد من زمن تواجد البروتين بالدم والعمر النصفي له يقدر ب

زيادة  تولوحظ . (Peters  et al, 2010) عة فقط سا 18بالمقارنة بالعمر النصفي للعامل التاسع المؤشب وهو 

 و )et al Shapiro, 2012 (لوحدة في أمان وطول العمر النصفي للدواء بالمقارنة مع الدواء المؤشب 

)et al, 2012 Santagostino(. 

خمسة أضعاف،  العمر النصفي ةإلى زياد دمج عامل التخثر التاسع المؤشب مع الألبومينأدى أيضا          
و  )et al, 2012 Santagostino(الخطورة  ن يعانون من ناعور ب شديدعلى مرضى الذي هتم تطبيقو 
 )2013, Lubetsky  and Martinowitz(. 

 

  

 
 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shapiro+AD&cauthor_id=22110246
javascript:;
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lubetsky+A&cauthor_id=23537721
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Martinowitz+U&cauthor_id=23537721
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: Material and Methods - مواد البحث وطرائقه 1 

 :Duration and Site of Researchمدة ومكان تنفيذ البحث  -1-1

وزارة التعليم  –في الهيئة العامة للتقانة الحيوية  لمناعيةوا الصيدلانية الحيوية ذ البحث في مخبر التقاناتفّ ن  

 .2022 - 2019 عوام، خلال الأالعالي

 المواد المستخدمة في البحث: -1-2

ي الهيئة جميع المواد المستخدمة في البحث متواجدة في مخبر التقانات الحيوية الصيدلانية والمناعية ف

 (.8العامة للتقانة الحيوية، )الجدول 

 

 العتيدة المصدر
Sigma-aldrich, Germany TRI Reagent (Total RNA Isolation kit) 
Thermo Scientific, USA Synthesis kit  Revertaid first strand 

cDNA 
Macrogen, korea Primers 
GeneDirex, China OnePCR mastermix 
GeneDirex, China PCR Clean Up and Gel Extraction Kit  
Thermo Scientific, USA GeneJET plasmid mimiprep Kit 
Thermo Scientific, USA Restriction Enzymes 
Thermo Scientific, USA T4 DNA ligase 
GeneDirex, China GScript RTase 

 

 

 تنفيذ البحث، المواد المستخدمة في  8الجدول 
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 الأجهزة : -1-3

ت الحيوية الصيدلانية و المناعية في جميع الأجهزة التي تم إستعمالها لإجراء التجارب متوفّرة في قسم التقانا

 (.9ة العامة للتقانة الحيوية وتشمل،)الجدول الهيئ

 

 الجهاز المصدر

Auto Science, China Homogenizing device 

Faithful, China Water bath  

Sensoquest, Germany PCR device 

USA Scientific, USA Centrifugation device 

Maestogen, China Nanodrop  

Cleaver Scientific, UK Electrophoresis device  

Cleaver Scientific, UK Gel Documentation Device 

JSR, Republic of Korea Freezer  -80 c  

JSR, Republic of Korea Incubator at 37 c  

JSR, Republic of Korea Incubator at 37 c with shaker 
 

 : Research Methodsطرائق البحث  -1-4

 الحصول على عينة مناسبة حاوية على المورثة: -1-4-1

الحصول على  بعدالمواساة ومشفى الأسد الجامعي فى تم التعاون مع شعبة الجراحة الهضمية في مش       

مورثة عامل التخثر التاسع ل الرنا المرسال زمة وذلك بقصد الحصول على خزعات كبدية لإستخلاصلاالموافقات ال

 ، الأجهزة المستخدمة في تنفيذ البحث 9الجدول 
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تم الحصول  ضمن العينة،  RNAوذلك لمنع تخرب الـ  RNAse Laterكاشف نالعينات ضم حفظ وتم البشري 

 .من مجمل المرضىت كبدية خزعا سبععلى 

 من خزعة الكبد:   RNAاستخلاص ال -1-4-2

 ات بعت الخطوات التالية لاستخلاص الرنا من الخزعات التسع للكبد لتي تم الحصول عليها:

  .تم تجميد العينة بالآزوت السائل ولذلك ليسهل سحق العينة مع المحافظة على حيويتها .1

رنا المكونات الدسمة بالطور العلوي الأصفر ليبقى اللفصل  (Trizol Reagent)ترايزول كاشف  أضيف .2

(RNA في الطور السفلي الأحمر و )العينة بإستخدام جهاز التجانس حتى يتم الذوبان  تمت مجانسة

 فصل الطورين.دقائق ل 5 ركت لمدةتالكامل للعينة ثم 

طور مائي حاوي  ؛ارتشكل ثلاثة أطو تيزول، لامل تر  1ميكروليتر لكل  200 بمقدارالكلوروفورم  أضيف .3

 .DNA عضوي يحوي على بروتين ودنا وطور ،وطور بيني ،RNA على الرنا

  .، ومن ثم نقل الطور المائي لأنبوب جديدالعينة تثفيلتم  .4

تثفيل الدقائق ريثما يتم ترسيب كامل الرنا ومن ثم  10تم انتظار و يزوبروبانول لترسيب الرنا، الإ أضيف .5

  .لةوالاحتفاظ بالرسابة المتشك

 .ترك ليجف تماما  قية الرنا من الشوائب المتبقية و % لتن75الايتانول  أضيف .6

الشكل )يعاد حل الرنا المرسب، دقيقة ل 15ضمن حمام مائي مدة  حضنماء منزوع الشوارد و  أضيف .7

10). 

 بالعينة وذلك للتأكد من RNA: بعد إستخلاص كل عينة يتم قياس تركيز الـ الناتج RNA س تركيز الـقي .8

وذلك باستخدام جهاز النانودروب،  وجود الرنا بالعينة وبتركيز كافي لتحويل الرنا الناتج إلى دنا متمم،

 .(11الشكل )
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 )Sacchi and Piotr, 2020(، : مراحل استخلاص الرنا10الشكل 

 

 

 Nanodrop: جهاز النانودروب 11شكل ال

 

 : Complementary DNA (CDNA) اصطناع الدنا المتمم   -1-4-3

تم اصطناع الدنا المتمم للرنا المستخلص وذلك باستخدام كيت تحويل الرنا الى دنا متمم لشركة جين دايركس وذلك 
 GScript First-Strand) ة للتفاعلالناسخ العكسي وعدد من النكليوتيدات والشوارد الملائم إنزيمبوجود 

Synthesis Kit , n.d.)  ، (12 الشكل). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sacchi+N&cauthor_id=17406285
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 (Reverse Transcription PCR, 2022)  الدنا المتمم اصطناع: مراحل 12الشكل 

                                                            .تركيز محدد من الرنا المستخلص أضيف .1

  dNTP mixو الـ   oligo dTميكرولتر من  1 أضيف .2

 ميكرولتر ماء منزوع الشوارد. 13نكمل لل  .3

 دقائق. 5مدة  س65ضمن حمام مائي  تم الحضن .4

   Ribon RNAseمكرولتر من  1 و DDTمكرولتر من  5x Buffer  ،1ميكرولتر من  4 أضيف .5

Inhibitor  مكرولتر من  1و Gscriptase ، تر.مكرول 20ليصبح الحجم النهائي للأنبوب 

 لمدة ساعة كاملة. س50حضن عند درجة الحرارة  .6

  ات.نزيمدقيقة لتعطيل عمل الإ 15لمدة  س70حضن عند درجة الحرارة  .7

 . 80 -أو    20 -في المجمدة  تم الحفظ .8

 مضاعفة مورّثة العامل التاسع: -1-4-4

 .(13 الشكل)،   Polymerase Chain Reaction (PCR)تم ذلك باستخدام جهاز تفاعل البلمرة التسلسلي 
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 المتواجد في الهيئة العامة للتقانة الحيوية PCR: جهاز الـ 13الشكل 

                    يحتاج التفاعل إلى عدة مكونات لإتمام عملية بناء جزيئة الدنا الجديدة وهي:

تخراجه من قالب دنا رئيس المراد تضخيمه والكشف عن تواجد مورثة عامل التخثر التاسع ضمنه بعد اس .1

 الخزعات الكبدية المأخوذة مسبقا من المرضى المتطوعين.

 النكليوتيدات.خليط من  .2

( ، وتتألف من تسلسل قصير من النكليوتيدات مكمل للتسلسل المستهدف على Primersزوج البادئات ) .3

 إذ يرتبط زوج البادئات عند بداية المنطقة المراد تضخيمها ونهايتها. ،قالب الدنا

 لدنا بوليميراز مهمته بناء تسلسل الدنا برصف النكليوتيدات في مكانها الصحيح ابتداء  من البادئات.ا إنزيم .4

ة ءوضة معينة للوسط وذلك لزيادة كفاالعوامل المساعدة : كالمغنزيوم ومحلول موقي يحافظ على درجة حم .5

 التفاعل. 

رنا المرسال لمورثة عامل التخثر التاسع بادئات نوعية تحصر التسلسل النكليوتيدي للدنا المتمم لل صمّمت

ات نزيمضافة نكليوتيدات كمواقع قطع مناسبة للإإ تالبشري ) الجزء النشط من مورثة عامل التخثر التاسع( ، وتم

لدينا مسبقا  لكي يتم إدخالها ضمن  وفرتغير متكررة ضمن المورثة ومتواجدة ضمن البلاسميد المالقطع المتوفرة و 

 الأخذ لحماية البادئ من التدرك، مع ATATATمراحل متقدمة، بالإضافة لتسلسل نكليوتيدي من البلاسميد في 
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% من نسبة البادئ  60 – 40ين من ز تكون نسبة الغوانين والسيتو  بحيثلشروط المثالية للبادئ بعين الإعتبار ا

 مثنوي للبادئات هنالك تسلسل متكرر من النكليوتيدات وخاصة على طرفي البادئ لكي لا يحدثيكون  كاملة وأن لا

Primer Dimer . 

ATGCAGCGCGTGAACATGGTACCFOR FIX : ATATAT 

GTTAGTGAGAGGCCCTGTTGGATCCREV FIX  : ATATAT 

 .63رة المثلى للبادئات هي ادرجة الحر وبحيث تكون 

وموقع   KpnIالـ  نزيملإ  forward primerبادئة الأماميةللـ القطع موقع تسلسل بما تحته خطنلاحظ 

 . BamHIالقطع الـ  نزيملإ Reverce primer بادئة الخلفيةالقطع للـ

بوليميراز الدنا ومزيج  إنزيميحتوي على  Gene Direxصنع شركة  Master Mixتم اعتماد كيت يسمى 

حيث تم وضع الدنا المراد  ،PCRسة ومناسبة لمعظم تفاعلات الـ ووقاء بتراكيز مدرو  2lMgCالنكليوتيدات وملح 

ويعرض هذا المزيج لسلسلة متكررة من  PCRنبوب أضمن  Master Mixمع البادئات المناسبة و الـ  هتضخيم

التدوير الحراري من رفع وخفض درجات الحرارة بشكل دوري ومتكرر وذلك بغرض تضخيم المورثة المراد الكشف 

 شروط التفاعل المناسبة ودرجات الحرارة المناسبة للبادئات الموجودة. عنها بحسب

 .(14الشكل ) مراحل أساسية ضمن جهاز التدوير الحراري  ةهنالك ثلاث

حيث يتم فصل سلسلتي الدنا المتطابقتين وذلك بكسر  (: Denaturationمرحلة التمسيخ أو التفكك )  .1

 وتستغرق دقيقتين. س 98-94إلى درجة حرارة  ج هذه المرحلةالروابط الهدروجينية بين السلسلتين وتحتا

دنا ترتبط البادئات بالتسلسل المكمل لها على قالب ال (:Annealingمرحلة تشفع البادئ أو الالتصاق )  .2

 . المتمسخ

 (:Elongationمرحلة الإطالة )  .3
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الدنا البوليميراز عند درجة  إنزيملى لسلسلة الدنا الأساسية بالاعتماد ع تممةم فيها بناء النكليوتيدات الميت

الدنا بوليمراز ولمدة دقيقة أو أكثر وذلك حسب  نزيمتسمح بالفعالية المثلى لإ س 80- 70حرارة بين 

حتوي كل منهما على سلسلة تنهاية نحصل على نسختين من الدنا طول المنطقة المراد تضخيمها، وفي ال

 كل منهما.من القالب الأصلي وسلسلة جديدة مكملة ل

 

 PCR ،(Koirala, 2018): مكونات ومراحل تفاعل الـ 14الشكل 

 ،فضل برنامج مثالي لتضخيم مورثة عامل التخثر التاسع البشري أعدة برامج وبروتوكولات للبحث عن تم العمل على 

 وتم اعتماد البرنامج التالي:

 94ة التمسيخ عند درجة الحراة مرحل دقائق. 5ولمدة  س 

 59.8ع البادئ عند درجة حرارة فمرحلة تش ولمدة دقيقة. س 

 72د درجة حرارة مرحلة التطاول عن ولمدة دقيقة ونصف. س 

  دورة. 40عدد دورات التفاعل 

 : Electrophoresis on Agarose Gel))  على هلامة الآغاروز PCRترحيل نواتج الـ  -1-4-5
 ثية عن طريق تطبيق مجال كهربائي في وسط هلامي،تستخدم تقنية الرحلان الكهربائي لفصل المادة الورا

 .(15الشكل ) وبما أن مجمل الشحنة سالبة على المادة الوراثية ترحل من القطب السالب إلى القطب الموجب
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بما أن كل مادة وراثية لها وزن جزيئي خاص فيها وبالتالي بتثبيت تركيز الهلامة وتثبيت شدة التيار 

الاختلاف في ترحيل العينات من القطب السالب إلى القطب الموجب بحسب الوزن  المطبق بين القطبين نرى 

  الجزيئي لكل مادة وراثية والمادة الأقل وزن جزيئي ترحل أسرع من المادة الأكثر وزن جزيئي.

تم مقارنة العصابة المرحلة مع معلم عياري معلوم مسبقا الوزن الجزيئي لكل عصابة مرحلة بتركيز ت

 بت وبالتالي يمكننا تحديد أطوال العصابات المرحلة بالمقارنة بالمعلم العياري.هلامة ثا

 

                      ير الهلامةجهاز الرحلان الكهربائي وتصو ،15الشكل رقم 

 :% 1.5تحضير هلامة الأغاروز بتركيز  .1

  نزن بودرة الأغاروز 

 يتم حل الأغاروز بوقاء الـTAE   1تركيزX  

  الأغاروز  مسحوق  المايكرويف حتى يتم ذوبان كاملثم يوضع في 

  50يترك ليبرد في درجة حرارة الغرفة حتى يصل لدرجة س 

 الهلامة على الأشعة   يضاف الإيتيديوم بروميد وهو يساعد في تظهير 

  ثم يصب في قالب ويترك حتى تتهلم الهلامة 
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اد ترحيلها والتي تم تضخيمها مسبقا  في يتم نقل الهلامة إلى حوض الرحلان ويتم تحميل العينات المر  .2

 كمعلم لمعرفة طول العصابات الظاهرة في العينات. Ladderجهاز التدوير الحراري بالإضافة الى 

من خلال التجربة  تم :تطبيق التيار الكهربائي وشدة تيار مناسبة لمدة زمنية ملائمة للعينات المدروسة .3

 250/  115شدة التيار ، والوزن الجزيئي للمورثة المطلوبةل اعتماد برنامج مناسب لطو  وتكرار العمل

 .دقيقة 45زمن الترحيل ، و فولط

لها من والتقاط صورة فوق البنفسجية تم تعريض الهلامة إلى الأشعة  :نقل الهلامة الى حجرة التصوير .4

ورة الملتقطة ومن خلال الص تظهر الهلامة لإحتوائها على الإيتيديوم بروميد.خلال كاميرا خاصة حيث 

يمكن مقارنة طول العصابة المتشكلة مع المعلم العياري ومعرفة ما إذا كانت طول العصابة مطابق لطول 

 المورثة المطلوبة أم لا.

بعد التأكد من تواجد عصابات مطابقة بحسب المعلم  :قطع الهلامة الحاوية على طول المورثة المتوقعة .5

( بإستخدام UVيتم قطع الهلامة تحت الأشعة فوق البنفسجية )أشعة الـالمعياري إلى طول المورثة المطلوبة 

المشرط الطبي المعقم والنظارات الواقية للأشعة وذلك بهدف الحصول على العصابة المطابقة لطول 

 المورثة المطلوبة للتأكد من تواجد المورثة المطلوبة ضمنها.

 استخلاص الدنا من هلامة الأغاروز:   -1-4-6

لحاق أي ضرر بالمادة الوراثية المنقاة وبنسبة إوعدم ز خدام كيت مناسب لتنقية العصابة من هلامة الأغارو تم است
 .(16الشكل )نقاوة عالية خالية من مخلفات الأغاروز 
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) Basic Methods in Cellular and Molecularن هلامة الأغاروز، م الدنا تنقية مراحل ،61 رقم الشكل

)ification, 2014Biology.Gel Pur 

 

 المقطوعة باستخدام ميزان الكتروني عالي الحساسية. هلامةتم وزن ال .1

 .Binding Bufferميكرولتر من وقاء يسمى  300ملغ وزن من الأغاروز  100لكل  أضيف .2

وب نبلذوبان التام للهلامة  مع قلب الأدقائق أو حتى ا 5لمدة   س55الأنبوب ضمن حمام مائي  تم وضع .3

 .هلامةة لضمان ذوبان كامل قطعة القيقكل د

 تر من معلق بودرة السيلكا والذي يعمل على ترسيب المادة الوراثية.ميكرول 5 أضيف .4

 ر والتخلص منه.ذثم نقوم بإزالة السائل الطافي بحنثفل لمدة خمسة ثواني ليتشكل رسابة،  .5

 Binding Buffer رولتر من ميك 300ضافة إمعقد الدنا مع بودرة السيليكا( بنعيد تعليق الرسابة )  .6

متبقي من الهلامة ثم تعاد لضمان ذوبان أي شيء  س 55وحضن الأنبوب لعدة دقائق عند درجة حرارة 

 . 5و  4ن االخطوت

المتواجد ضمن الثلج لإعادة حل الرسابة بواسطة  washing bufferميكرولتر من وقاء  500 أضيف .7

نا وتبقى بودرة السيلكا معلقة في الوسط ( ثم نثفل لمدة الممص و الرجاج ) حيث يرتبط الوقاء مع الد

 مرات. 3( 7خمسة ثواني و نتخلص من السائل الطافي ونحافظ على الرسابة ، نعيد الخطوة )
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بعد التخلص من السائل الطافي للمرة الثالثة نعيد تثفيل الأنبوب ونتخلص من أي بقايا من السائل الطافي  .8

دقيقة وذلك لضمان  15-10لأنبوب ليجف تماما ضمن في حرارة الغرفة لمدة باستخدام الممص، ثم يترك ا

 ية.نزيمعدم وجود أي بقايا من الإيتانول بسبب احتمالية تثبيط الايتانول لبعض التفاعلات الإ

حضن الأنبوب  ، ثمTEميكرولتر( من ماء عقيم منزوع الشوارد أو  20حل الرسابة في حجم محدد )  أعيد .9

 دقائق. 5لمدة  س55رة عند درجة حرا

ثانية حل الرسابة مرة  أعيدنبوب جديد مع إبقاء الرسابة و نقل السائل الطافي إلى أالأنبوب ثم  تم تثفيل .10

التخلص أيضا السائل الطافي الى الأنبوب الجديد الحاوي على الدنا المنحل و  قل(، ون8حسب الخطوة )

 .ن الرسابة )بقايا بودرة السيلكا والشوائب(م

 DNA الهلامة باستخدام تفاعل السلسلة التأكد من هوية الدنا المنقاة من -1-4-7

Sequencing : 

يعتمد مبدأ تفاعل السلسلة للدنا على تقنية عد سلاسل أو أسس الدنا المطلوبة وتحديد هوية الأسس 
روسة للتأكد من تطابقها المرصوفة مع بعضها البعض للدنا المراد الكشف عنه وبالتالي تحديد هوية عينة الدنا المد

 .) 2022Reece, J. B. et al ,( مع دنا المورثة المطلوبة أو قطعة الدنا المطلوبة

حيث يتم تقسيم قطعة الدنا المراد إجراء  :Sanger method يتم ذلك بطريقة تعرف بأسم تفاعل سانجر

كن من خلال عملية الرحلان الكهربائي تفاعل السلسلة لها إلى عدة قطع صغيرة تحتوي على نهاية مرتبطة بصباغ يم

يه مع الليزر كشف نهايات وأطوال هذه القطع حيث يتم تمرير هذه القطع ضمن أنبوب شعري هلامي مطبق عل

ليزر لكشف نهايات القطع المتألقة والقطع الأقصر تمر أسرع من الأطول وبالتالي يمكن من خلال تيار كهربائي و 

 القطع رسم جدول بياني يبدأ من أقصر القطع المتألقة إالى الأطول. قراءة الضوء المتألق من هذه 

بقراءة ذروة المخطط لأقصر القطع المتشكلة والمولفة من ) البادئ ونكليوتيد وحيد والنكليوتيد المتألق( 

 .(17الشكل)يمكن تحديد هوية السلسلة التي تم دراستها و إجراء تفاعل السلسلة لها،
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 ((DNA sequencing, 2022انجر وطريقة قراءة السلسلة المدروسة، س تفاعل ملع مراحل :17 الشكل

 : DNA Ligationربط الدنا مع البلاسميد المناسب  -1-4-8

 PCDNAتم اعتماد بلاسميد الـ . الهيئة العامة للتقانة الحيويةتم العمل ضمن مخبر العزل الجرثومي في 

عبارة عن   PCDNA 3.1بلاسميد الـو  .(18الشكل ) لتقانة الحيوية،ل والمتواجد مسبقا في الهيئة العامة +3.1

ومصمم خصيصا للخلايا الثديية المضيفة حيث   PCDNA 3من بلاسميد الـ مشتق  أساس كيلو  5.4ناقل حجمه 

 يحتوي على عدة عناصر:و الثباتية والتعبير عالي الأداء، 

 Human cytomegalovirus promoter (CMV:)  ن مستوى عالي و مجال واسع من للتعبير ضم

 الخلايا الثديية.

  مواقع تنسيل متعددة في كلا الاتجاهينforward +   و– reverse .لتسهيل عملية التنسيل 

 تحقيق الاستقرار ضمن الخط الخلوي المورثة المقاومة للنيومايسين والأمبيسللين ل. 
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 pcDNA 3.1+ ،(Naddafia et al, 2019): بلاسميد الـ 18الشكل 

 

 : LB( ضمن وسط مغذي pCDNAتنمية الجراثيم الحاوية على بلازميد ) -1-4-8-1

 :LB تحضير محلول الـ

 غ من مسحوق الـ  20.5 أضيفLB  مل من الماء المقطر.  500ونكمل لـ 

 ضمن الـ  وضعتAutocalve  121عند درجة حرارة دقيقة . 20لمدة  س 

 مل الى وسط الـ /ميكروغرام  50الامبيسللين بتركيز  أضيفLB   بعد التعقيم وانخفاض درجة حرارة الوسط

وذلك لمنع تخرب الامبيسللين ) يمنع الامبيسللين نمو جراثيم وبالتالي يسمح فقط للجراثيم الحاوية على 

 .من النمو على اعتباره مقاوم للامبيسللين( PCDNAبلاسميد 

 : LBسط مغذي ضمن و  + PCDNA 3.1زراعة الجراثيم الحاوية على الـ 

 مل من الـ  50 تم أخذLB مسبقا مع الامبيسللين المحضر. 

  80-مل من المعلق الجرثومي الحاوي على البلاسميد والمتواجد مسبقا بالمجمدة  1له أضيف س. 

  37ترك ضمن حاضنة هزازة عند درجة حرارة ساعة . 18 – 16لمدة  س 
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  قيس تركيز البلازميد باستخدام جهازnanodrop ،  نانوغرام  100يجب ان يكون التركيز أعلى أو يساوي

 ميكروليتر. /

 14000الانبوب عند سرعة  تم تثفيل rpm  دقائق . 5لمدة 

 طبق عليها بروتوكول عزل البلاسميد من الجراثيم.يبالرسابة ل الاحتفاظمن السائل الطافي و  تم التخلص 

   تنقية البلازميد من الجراثيم -1-4-8-2

 ميكرولتر من  250حل الرسابة بإضافة  أعيدresuspension solution  وذلك بتطبيق الرج أو باستخدام

الشكل ) مل 1.5تثفيل صغير  تم نقل المعلق الخلوي إلى أنبوبثم  ،لممص حتى يتم حل الرسابة بالكاملا

19). 

 ميكرولتر من  250 أضيفlysis solution    6-4خلط الانبوب عن طريق قلب الانبوب عدة مرات و 

 ،لية لكي لا يحدث تحطم بالبلازميدمرات حتى يصبح المحلول لزج و رائق نسبيا  )ننتقل فورا للمرحلة التا

 دقائق في هذه المرحلة(   تجاوز الخمسةتلا 

 ميكرولتر من  350 فأضيNeutralisation Solution   و نخلط مباشرة وبلطف بقلب الأنبوب عدة

)الخلط بلطف لكي لا يترسب شيء من حطام الخلايا  مرات حتى نحصل على محلول غائم. 6 -4مرات 

 .الجرثومية(

 12000دقائق بسرعة  5لمدة  تم التثفيل xg  يا الجرثومية.بقايا حطام الخلاالجرثومي و  ليترسب الدنا 

   ن ( قل السائل الطافي بالممص إلى انبوب فلترةgeneJET spin column  و ،) من الرسابة.تم التخلص 

 لمدة دقيقة ثم نتخلص من السائل المرتشح. تم التثفيل 

 ميكرولتر من  500 أضيفwash solution   تخلص من السائل ومن ثم ال  ثانية، 60 – 30ونثفل لمدة

 المرتشح.
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 من السائل  تخلص مرة أخرى الأخرى لضمان الغسل بشكل كامل ثم  ةالخطوة السابقة مر  ادةتمت إع

التثفيل دقيقة واحدة للتخلص من أي سائل مرتشح متبقي ) للتخلص من أي أثر للإيتانول  وإعادةالمرتشح، 

 .المتبقي من محلول الغسيل(

   ميكرولتر من  50، ونضيف مل 1.5نقل الفلتر إلى أنبوب جديدelution buffer ( 70الدافئ س )

دقيقة ثم نثفل  2إلى مركز الفلتر لإزاحة وترسيب البلازميد ونحضن الانبوب بدرجة حرارة الغرفة لمدة 

 دقيقة. 2الأنبوب لمدة 

  20 -نتخلص من الفلتر ونحتفظ بالبلازميد المنقى ضمن الانبوب عند درجة حرارة س. 

 

 (.High Efficient Plasmid purification Kit, n.d)، زميد، مراحل تنقية البلا 19الشكل رقم 
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 ات القطع الملائمة للمورثة المطلوبة :إنزيمقطع البلازميد المنقى ب -1-4-8-3

على مواقع القطع الموجودة  ء  ي القطع بناإنزيمحيث تم اختيار  ،KpnIو  BamHIي القطع إنزيمقطع البلازميد ب

متواجد على الـ  KpnIالقطع  إنزيمي المورثة المطلوبة حيث موقع القطع الخاص ببالبادئات المصممة على طرف

Forward primer القطع  إنزيمالخاص بالمورثة و موقع القطع الخاص بBamHI  متواجد على الـReverse 

primer  .الخاص بالمورثة 

 ميكرولتر من البلازميد المنقى الى أنبوب جديد  5 أضيف. 1

  Green Buffer Fast 10Xرولتر من ميك 2 أضيف. 2

 BamHIالقطع  إنزيمميكرولتر من  1 أضيف. 3

 . WFNميكرولتر ( من ماء منزوع النكلياز  12ميكرولتر )  20. نمدد الأنبوب لـ 4

عند درجة حرارة  دقائق 5ات لمدة نزيمثم تعطيل الإ س37ساعة عند درجة حرارة  1.5حضن لمدة تم ال. 5

808 -2لأنبوب طول الليل عند درجة حرارة ، أو يحضن ا س س.  

 ميكرولتر من البلازميد المنقى الى أنبوب جديد  5 أضيف. 1

  Green Buffer Fast 10X  ميكرولتر من 2 أضيف. 2

 KpnIالقطع  إنزيمميكرولتر من  1 أضيف. 3

 . WFNميكرولتر ( من ماء منزوع النكلياز  12ميكرولتر )  20لـ  تم تمديد الحجم. 4

دقائق عند درجة حرارة  5ات لمدة نزيمثم تعطيل الإ س 37  ساعات عند درجة حرارة 3حضن لمدة تم ال. 5

80 8 -2حضن الأنبوب طول الليل عند درجة حرارة ، أو س س . 
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 ي القطع إنزيمقطع البلازميد بBamHI  وKpnI:  

 ميكرولتر من البلازميد المنقى الى أنبوب جديد  5 أضيف. 1

  Green Buffer Fast 10Xميكرولتر من  2 ضيفأ. 2

 .BamHIالقطع  إنزيمميكرولتر من   1و  KpnIالقطع  إنزيمميكرولتر من  1 أضيف. 3

 . WFNميكرولتر ( من ماء منزوع النكلياز  11ميكرولتر )  20مدد الأنبوب لـ . 4

دقائق عند درجة حرارة  5مدة ات لنزيمثم تعطيل الإ س 37ساعات عند درجة حرارة  3حضن لمدة تم ال. 5

808-2حضن الأنبوب طول الليل عند درجة حرارة ال، أو  س س  . 

ترحيل نواتج القطع على هلامة الأغاروز بالمقارنة مع البلازميد غير المقطوع للتأكد من سلامة القطع والإحتفاظ 

 .ا  حامه مع المورثة المقطوعة لاحقي القطع لإلتإنزيمبالبلازميد المقطوع ب

 

 : BAMHIو  KPNIي القطع إنزيمقطع مورثة عامل التخثر التاسع ب -1-4-8-4

 نانو غرام/ ميكرولتر( من المورثة  الى أنبوب جديد   200ميكرولتر) 6.6 أضيف. 1

  green buffer fast 10Xميكرولتر من  2 أضيف. 2

 .BAMHIقطع ال إنزيمميكرولتر من   1و  KPNIالقطع  إنزيمميكرولتر من  1 أضيف. 3

 . WFNميكرولتر ( من ماء منزوع النكلياز  19.4ميكرولتر )  30. نمدد الأنبوب لـ 4

دقائق عند درجة حرارة  5ات لمدة نزيمدْ ثم تعطيل الإ 37ساعات عند درجة حرارة  3حضن لمدة تم ال. 5

808 -2حضن الأنبوب طول الليل عند درجة حرارة ال، أو  س س 
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 مورثة المقطوعة مع البلازميد المقطوع :إلتحام ال -1-4-8-5

بالإعتماد إلى معادلة حسابية اء التحام المورثة مع البلازميد يتم حساب نسبة كمية المواد المضافة لإجر 
ويتم تحديد نسبة المورثة على البلازميد بالإعتماد إلى عدة تجارب لإختيار النسبة الأمثل وكانت النسبة الأفضل 

  (Ligation Protocol Utilizing T4 DNA Ligase , 2018)  . 3/1أو  5/1

{(Plasmid w/v * gene kb)/vector Kb} * (gene/vector) ratio 

{(25ng/ul * 1.386)/5.428} * 5/1 = 31ng/ul 

 

 (.The Plasmid Cloning Cycle,n.d)، : مراحل قطع والتحام المورثة الهدف مع البلازميد 20الشكل 
 

 ات القطع.إنزيمولتر من البلازميد المقطوع بميكر  1 أضيف. 1

 ات القطع.إنزيمميكرولتر من المورثة المقطوعة ب 5 أضيف. 2

 .ligas bufferميكرولتر من وقاء الليغاز  2 أضيف .3

 الليغاز. إنزيمميكرولتر من  1 أضيف .4

 (. WFNميكرولتر  11)  ميكرولتر ماء منزوع النكلياز 20. نكمل للـ 5
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 .س 22الأنبوب لمدة ساعة عند درجة حرارة  حضنتم . 6

 .س 65دقائق عند درجة حرارة  10لمدة  نزيمتعطيل عمل الإتم . 7

 .(20الشكل )،  س 20-الأنبوب عند ب الإحتفاظتم . 8

 تحديد وعزل البلازميد الحاوي على المورثة الهدف: -1-4-9

ه الجراثيم وزراعتها ي على المورثة الهدف ومن ثم تحوير هذتم تهيئة الجراثيم المناسبة لإستقبال البلازميد الحاو ت

تري لتتكاثر ونحصل على جراثيم محورة وراثيا  تحتوي ضمن موراثتها على مورثة عامل التخثر التاسع ضمن أطباق ب

البشري حيث يتم التأكد من احتواء الجراثيم المحورة على المورثة الهدف من خلال عدة تجارب لتأكيد تحور 

 (Chang et al, 2017)  جراثيم.ال

  المورثة الهدف و جراثيم محورة بالبلازميد الفارغ فقط للتأكد للمقارنة بين اعة جراثيم محورة مع البلازميد و زر

 نوعي الجراثيم من حيث شكل المستعمرة.

 الخارجي. إضافة الامبيسليين للوسط المغذي مما يمنع نمو جراثيم غير محورة وراثيا أو جراثيم في المحيط 

  إجراء تفاعل الـPCR   على عينات عشوائية من الجراثيم المحورة وترحيل نواتج الـPCR  على هلامة

 الأغاروز لمقارنة أطوال العصابات المتواجدة مع المورثة الهدف.

 ي إرسالها إلى السلسلة للتأكيد النهائعلى المورثة الهدف من الهلامة و  تنقيه العصابات المتوقع إحتوائها

 على تواجد المورثة الهدف ضمنها ونجاح عملية التحوير الجرثومي.

 تحضير المحاليل الخاصة بالتهيئة و التحوير: -1-4-9-1

  تحضير وسط الـLB  :غ من مسحوق الـ  5نضيف  المغذيLB  مل من الماء  200ونكمل للـ

 المقطر.



62 
 النجارتنسيل مورثة عامل التخثر التاسع، 

 

 
 

  تحضير وسط الـLB Agar :  غ من مسحوق الـ  8نضيفLB Agar مل من الماء  200ل للـ مونك

 المقطر .

  1تحضير محلول كلوريد الكالسيوم الامائي بتركيز M :  غ من مسحوق كلوريد   11.1نضيف

 مل من الماء المقطر. 100الكالسيوم الامائي ونكمل للـ 

  0.1تحضير محلول كلوريد الكالسيوم الامائي بتركيز M :  مل من محلول كلوريد الكالسيوم  10نأخذ

 مل من الماء المقطر. 90ونكمل للـ  M 1ائي بتركيز ملاال

  0.1تحضير محلول كلوريد الكالسيوم الامائي بتركيز M  مل من  6نأخذ  % :15مع الغلسيرول

مل من  45مل من الغلسيرول العقيم ونكمل بـ  9و  M 1محلول كلوريد الكالسيوم الامائي بتركيز 

 الماء المقطر.

 
 لبيتري الخاصة بزراعة الجراثيم المحورة وراثيا  : تحضير أطباق ا21الشكل 

 20لمدة  س 121عند درجة حرارة  Autocalveتوضع جميع المحاليل السابقة ضمن معقمة الجافة 

بعد تعقيم المحاليل وعند  LB Agarو الـ  LBميكروغرام / مل لوسط الـ  50ويضاف الامبيسللين بتركيز دقيقة. 

 بيتري وذلكضافة الامبيسللين إلى أطباق إبعد  LB Agarيتم صب محلول الـ  .فما دون  س 37درجة حرارة 

ضمن حجرة عقيمة مخلاة من الهواء لضمان عدم تلوثها قبل أن يتهلم الوسط وتترك الأطباق حتى تتهلم ثم تغلق 

 .(21الشكل )سبوعين مع ضمان عدم تلوثها، أ ، يمكن حفظها لمدة س 4بإحكام و تحفظ في البراد 
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 السائل: LB   زراعة الجراثيم ضمن وسط الـ -1-4-9-2

 : E.coli TOP 10من مميزات جراثيم الـ 

  مقاومة للأمبيسللين والنيومايسين 

  قابلية عالية في استقبلال بلازميد الـPCDNA .واندماجه ضمن المادة الوراثية للجرثوم 

 . TOP10من جراثيم الـ ميكرولتر  50المحضر مسبقا إلى   LB مل من وسط الـ 3. نضيف 1

د مع ابقاء الأنبوب  45ساعة ) بزاوية ميلان للأنبوب  18لمدة  س 37. يوضع الأنبوب ضمن حضانة هزازة 2

 عابر جزئي للهواء(

 كشاهد سلبي. LBمل من الـ  10 ا  أخر  ا  نضع أنبوب .3

 TOP10وب المحضون )مل من الأنب2و  LBمل من الـ  50ساعة نضع في أنبوب جديد  18بعد حضن مدة  .4

+ LB ) 

  ODساعات حتى تصل نسبة الـ 4 – 2مدة تتراوح بين  س 37. يحضن الأنبوب الجديد في حضانة هزازة 5

 وهو الطور الذي يكون فيه الجراثيم بمرحلة التكاثر الأعظمي . 0.6و   0.4بين 

ميكرولتر من  150له ( ويضاف  TOP10 + LBمل ) 1. نأخذ ما تبقى من الأنبوب المحضون مسبقا  6

 .س 80 -الغلسيرول العقيم المحضر مسبقا يمزج جيدا مع الجراثيم ويحفظ بالـ 

 تهيئة الجراثيم : -1-4-9-3

ستعدادها للتحوير مع البلازميد امي نبدأ بعملية تهيئة الجراثيم و بعد حضن الجراثيم ووصولها لطور التكاثر الأعظ

 الحاوي على المورثة الهدف.
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 .س 4جميع المحاليل الداخلة في عملية التهيئة عند درجة حرارة  ع. توض1

دقيقة  20. نقسم الأنبوب الحاوي على الجراثيم المحضون مسبقا إلى عدة أنابيب ويحضن في الثلج لمدة 2

 لتثبيط نشاط الانقسام الخلوي للجراثيم.

 .س 4عند درجة حرارة  rpm 4000دقائق بسرعة  10. نثفل الأنابيب لمدة 3

 . نتخلص من السائل الطافي ونحافظ على الرسابة .4

البارد ونحضن الأنابيب بالثلج لمدة  M 0.1مل من كلوريد الكالسيوم الامائي  20. نعيد تعليق كل رسابة بـ 5

 دقيقة. 30

 .س 4عند درجة حرارة  rpm 4000دقائق بسرعة  10. نثفل الأنابيب لمدة 6

 0.1مل من كلوريد الكالسيوم الامائي  5يد تعليق الرسابات المتشكلة ب . نتخلص من السائل الطافي ونع7

M  البارد.15مع الغلسيرول % 

 عليها. لحين تطبيق التحوير س 80 –. نحتفظ بالأنابيب بالمجمدة 8

 تحوير الجراثيم : -1-4-9-4

ثيم المهيئة مسبقا لاستقبال إدخال البلازميد الملتحم مسبقا مع المورثة الهدف إلى الجرا هذه المرحلة يتم في

ونحصل على جراثيم محورة وراثيا تحتوي على  TOP 10البلازميد المحور لتندمج مع المادة الوراثية للجراثيم الـ 

 المورثة الهدف.

على البلازميد المعدل اكد من نجاح التحوير الجرثومي، و يتم إجراء التحوير باستخدام البلازميد الفارغ كشاهد للت

 في الوسط. TOP 10ورثة المطلوبة كما يضاف طبق بيتري فارغ للتأكد من عدم نمو أي جرثومة غير الـ مع الم
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 . نضع جميع الأنابيب والمحاليل الداخلة في التفاعل ضمن الثلج.1

 ميكرولتر من الجراثيم المهيئة مسبقا. 50ميكرولتر من البلازميد لكل  5 -1. نضيف من 2

 دقيقة. 30. حضن ضمن الثلج مدة 3

 ثانية كصدمة حرارية للجراثيم. 30لمدة  س 42. نقل مباشر إلى درجة حرارة 4

 دقيقة. 2. ثم نقل مباشرة إلى الثلج لمدة 5

الدافئ ثم ننقل الأنبوب إلى حاضنة هزازة لمدة ساعة عند درجة  LBميكرولتر من محلول الـ  500. نضيف 6

 .س 37حرارة 

 . rpm 5000دقائق بسرعة  5ة . نثفل الأنبوب بعد الحضن مد7

 السائل  LBميكرولتر من الـ  100. نعيد حل الرسابة ب 8

. نزرع محتوى كل أنبوب على طبق بيتري ضمن حجرة عقيمة مخلاة من الهواء بحيث يتم تقسيم كل طبق 9

 بيتري لقسمين :  

  ( من محتوى الأنبوب 10ميكرولتر )  10قسم يحتوي% 

  ( من محتوى الانبوب90 ميكرولتر ) 90قسم يحتوي% 

 ساعة. 18لمدة  س 37تري المزروعة ضمن حاضنة جافة . يتم حضن أطباق الب10
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 على مورثة عامل التخثر التاسع: تحديد وعزل الخلايا الجرثومية الحاوية  -1-4-10

تأكد من عليها لل PCRالـ  مستعمرة جرثومية عشوائية من كل طبق بيتري وإجراء تفاعل 16تم أخذ حوالي 

 لكل مستعمرة WFNميكرولتر من  10حيث يتم حل المستعمرة بماء منزوع النكلياز، ، تواجد المورثة الهدف ضمنها

طبق بيتري مرجعي للمحافظة على  ميكرولتر يتم زراعتها ضمن 5و  PCRميكرولتر لتفاعل الـ  5يؤخذ منها 

 .(22 لالشك) منهاعامل التخثر التاسع ض المستعمرات التي يحتمل تواجد مورثة

 
 مرجع للعينات: طبق بتري 22الشكل 

 تري:العشوائية المأخوذة من كل طبق ب للمستعمرات PCR. إجراء تفاعل الـ 1

 5  ميكرولتر من المعلق الجرثومي 

 0.5  ميكرولتر منForward primer 

 0.5  ميكرولتر منReverse primer 

 4  ميكرولتر منWFN 

 10  ميكرولتر منMaster mix  

 يتم إجراء التفاعل ضمن نفس الشروط المثالية الخاصة بمورثة عامل التخثر التاسع البشري.
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 :على هلامة الأغاروز PCR. ترحيل نواتج الـ 2

 .ترحيل العينات بنفس الشروط المثالية الخاصة بترحيل مورثة عامل التخثر التاسع البشري 

 لتخثر التاسع البشري.قطع العصابات المطابقة بالطول لطول مورثة عامل ا 

 . يتم تنقية العصابات المقطوعة من الهلامة بإستخدام بروتوكول التنقية 

 طوعة ومطابقتها للمورثة إرسال العينات المنقاة من الهلامة إلى السلسلة للتأكد من هوية الحزمة المق

 .المطلوبة
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 :النتائج -2

 :من الخزعات الكبدية المستخلص RNAمرحلة قياس تركيز الـ  -2-1

في  RNAتم قياس تركيز الـ ، من الخزعات الكبدية المأخوذة من المرضى المتطوعيين RNAبعد إستخلاص الـ 

تركيز محدد يجب الحصول علية حتى يمكننا من ، وضمان وجود لتأكد من تواجد الرنا في العينةل كل عينة وذلك

 لإتمام باقي التفاعلات. بى دنا حلقي ومناسإتمام عملية تحويل الرنا إل

 فكان كالآتي: ) نانوغرام لكل ميكرولتر( بواسطة جهاز النانودروب  ng/ulتم قياس تركيز العينات بـ 

  360: الجامعي مشفى المواساة 1العينة رقم ng/ul 

  179                    : الجامعي مشفى الأسد 2العينة رقم ng/ul 

  0.8: جامعيال مشفى المواساة 3العينة رقم ng/ul 

  41   :الجامعي مشفى المواساة 4العينة رقم ng/ul 

  81   :الجامعي مشفى المواساة 5العينة رقم ng/ul   

  705: الجامعي مشفى المواساة 6العينة رقم ng/ul 

  1332 : الجامعي مشفى المواساة 7العينة رقم ng/ul 

عينة وتضخيم مورثة عامل التخثر التاسع مرحلة التأكد من تواجد المورثات البشرية في ال -2-2

 البشري:

تفاعل البلمرة التسلسلي على الدنا الحلقي لعينات الكبد وذلك بهدف تضخيم مورثة عامل التخثر  أجري 

 فتراض تواجدها.ااسع البشري المتواجدة ضمنها على الت
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ينة حاوية على المورثات البشرية للتأكد من أن الع GABDHالتفاعل مع بادئات المورثة البشرية  أجريّناأولا 

 و عدم تخرب العينة من مرحلة الخزعة الكبدية لمرحلة الوصول إلى الدنا الحلقي.

تفاعل  ناأجريثانيا  بعد التأكد من تواجد المورثات البشرية في العينة وضمان السلامة الأولية للعينات، 

ر التاسع البشري للتضخيم مورثة عامل التخثر التاسع البلمرة التسلسلي مع البادئات الخاصة بمورثة عامل التخث

 البشري وتأكيد وجودها ضمن كل عينة.

 على هلامة الأغاروز : PCRمرحلة ترحيل نواتج الـ  -2-3

 للعينات الحاوية على بادئات خاصة بالمورثات البشرية: PCRترحيل ناتج الـ  -2-3-1

 ،cDNAمتمم نات ولتأكيد سلامة الدنا الة ضمن العيللتأكد من تواجد المورثات البشري يهدف الترحيل

في تركيز و  في زمن وشدة التيار الكهربائي مع مراعاة التعديل وتوكولات ترحيل للعيناتعدة بر  تطبق (.23)الشكل 

 الهلامة للوصول إلى بروتوكول الترحيل الأمثل.

 

 

 

 

 

 

 

 ةوية على بادئات للكشف عن المورث، رحلان عينات كبدية حا23الشكل 
 GAPDHالبشرية 

ladder GAPDH GAPDH 
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 ات لمورثة عامل التخثر التاسع البشري:للعينات الحاوية على بادئ PCRترحيل ناتج الـ  -2-3-2

تبين من خلال إجراء جميع التفاعلات السابقة على كل الخزعات الكبدية المأخوذة من المرضى على 

 وجود عصابة طولها مطابق لطول المورثة المطلوبة في الخزعة الكبدية الخامسة. 

حتى الوصول  PCRبشروط الـ  ضمن الشروط المعتمدة مع التغيرPCR الـ  عدة تفاعلات من أجريت

بعد تعديل زمن   BP 1500-1000إلى البرنامج الذي تم اعتماده لاحقا وتبين ظهور عصابة يتراوح طولها بين 

 .24دقيقة، الشكل   1.30ثانية إلى  30تشفع البادئ من 

صول أيضا  الحدقيقة تم  1.30دقيقة وزمن التطاول إلى الـ  1.30 مع تعديل زمن تشفع البادئ إلى الـ

 .24حزمة مطابقة لطول المورثة المطلوب،الشكل  على

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

العصابتين من الهلامة بإستخدام المشرط الطبي المعقم وبوجود الأشعة فوق البنفسجية والنظارات الواقية  قطعت

 للأشعة لحماية العينين وتم نقل العصابتين الى أنبوبين عقيمين.

 . لنفس العينة مع التعديل في شروط التفاعل bp 1500و ال1000ولها بين ط يتراوح عصابة ،24 رقم الشكل
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 :وز و إرسال العينتين إلى السلسلةبتين من هلامة الأغار مرحلة تنقية العصا -2-4

مطابقة التسلسل ن إلى السلسة للتأكد و االعينت وأرسلتخدام بروتوكول التنقية ن من الهلامة بإستاالعينت نقيت

 .مورثة عامل التخثر التاسع البشري النكليوتيدي للعينتين مع التسلسل النكليوتيدي ل

كتمل لم نحصل على تسلسل نكليوتيدي م اتجعينة ولكن في النقتين مختلفتين لكل تفاعل السلسلة بطري أجريّ 

 .لى التسلسل النكليوتيدي للعينتينالقليل جدا  منع من تعرف جهاز السلسلة ع تركيزاللكلا العينتين وذلك بسبب 

 مرحلة قطع المورثة والبلازميد وإلتحام المورثة مع البلازميد: -2-5

للمورثة وللبلازميد بإستخدام بروتوكول القطع للمورثة وبروتوكول القطع للبلازميد ثم تم إجراء  تفاعل القطعأجريّ 

 تفاعل إلتحام المورثة المقطوعة مع البلازميد المقطوع بإستخدام بروتوكول الإلتحام المناسب.

كامل للبلازميد أو المورثة تم إجراء عدة تجارب مخبرية لتحديد البروتوكول الأنسب لعمل إنزيمات القطع والقطع ال

كما تم إجراء قطع لكل إنزيم قطع على حدة للتأكد من سلامة عمل إنزيمات القطع ومن الزمن الملائم للحضن 

 لاتمام عملية القطع الصحيحة.

 :BAMHI (FastDigest BamHI)قطع البلازميد بإنزيم القطع 

 

 القطع: ترحيل البلازميد المقطوع للتأكد من سلامة 25الشكل 
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 الشكل)لبلازميد غير المقطوع، بالمقارنة مع ا BamHIالقطع  إنزيمنلاحظ قطع كامل للبلازميد بواسطة 
25). 

 

  قطع البلازميد بإنزيم القطعKpnI (FastDigest KpnI , n.d.): 

 

ميد المقطوع بإنزيمي القطع والبلاز  KPNI، مقارنة بين البلازميد الغير مقطوع والبلازميد المقطوع بإنزيم القطع 26الشكل رقم 
BAMHI   وKPNI 

 .(26الشكل )بالمقارنة مع البلازميد غير المقطوع،  KpnIنلاحظ قطع كامل للبلازميد بواسطة إنزيم القطع 

 

 مرحلة تهيئة وتحوير الجراثيم : -2-6

بالشكل الصحيح وبمراحل  تكرارا  ولعدة أشهر حتى تمكنا من إنماء الجراثيمعملية التهيئة والتحوير مرارا  و  أعيدت

 صعبة ومحدودة حالت دون الإمكانية لزيادة فرص النجاح والوصول إلى نتائج مرغوبة.

لجراثيم اراثيم محورة بالبلازميد الفارغ و ل إلى نمو جرثومي على أطباق بيتري للجصتو ال تم بعد محاولات عديدة

دليل عدم تلوث   على طبق البيتري الفارغ أي جراثيمكما نلاحظ عدم نمو (،  27الشكل ) محورة بالبلازميد المحور

 (.28)الشكل  عملية النمو الجرثومي،



73 
 النجارتنسيل مورثة عامل التخثر التاسع، 

 

 
 

نلاحظ نمو مستعمرات جرثومية باللون الأبيض على أطباق البيتري المزروعة وبتركيز كثيف في القسم 

 .(29الشكل )%، 10% مقارنة بالقسم الثاني من كل طبق 90ذو التركيز الأعلى 

عمرات جرثومية مختلفة شكليا لطبق البيتري الحاوي على الجراثيم المحورة بالبلازميد نلاحظ نمو مست 

 .(30الشكل )الفارغ مقارنة مع الأطباق البيتري الحاوية على جراثيم محورة بالبلازميد المحور، 

مل لإجراء تفاعلات تأكيد تواجد مورثة عا س 4الإيجابية وحفظها ضمن البراد إغلاق الأطباق  أحكم 

 التخثر التاسع البشري ضمن المستعمرات الجرثومية المحورة.
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 ساعة  18، أطباق البيتري بعد حضن  27شكل ال

، نمو المستعمرات الجرثومية الحاوية على 30الشكل 
 البلازميد المحور

، نمو المستعمرات الجرثومية الحاوية على 29الشكل 
 البلازميد الفارغ

 ساعة 18، طبق البيتري الفارغ بعد حضن 28الشكل 
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 مرحلة عزل الجراثيم المحورة والتأكد من تواجد مورثة عامل التخثر التاسع البشري ضمنها: -2-7

تفاعل البلمرة التسلسلي للتضخيم مورثة عامل التخثر  أجريّ ت عشوائية من كل طبق بيتري و مستعمرا تخذأ  

 .دها ضمن مورثات الجراثيم المحورةلبشري والتأكد من تواجالتاسع ا

لبلازميد بعد إجراء تجارب عديدة تم زراعة العديد من أطباق البيتري بتراكيز مختلفة من المورثة مع ا

طبق بيتري يحوي على جراثيم  18على  وحصلناضمن مراحل مثالية بالتهيئة والتحوير وبشروط إلتحام مختلفة و 

تفاعل البلمرة  أجري  ة عشوائية من كل طبق بيتري و مستعمرة جرثومي 16عزل ، تم بشكل صحيح حورة ناميةم

ثلاث عصابات فقط مطابقة بالوزن  على حصلنا ت المستخدمة في التفاعل،التسلسلي عليها مع تعديل البادئا

 . 31 ، الشكليئي للمورثة المطلوبةالجز 

التخثر التاسع البشري دليلا على نجاح عملية التحوير عصابات مطابقة لطول مورثة عامل  نلاحظ ظهور

 UVالجرثومي و دخول البلازميد المحور ضمنها، ولكن من شكل العصابات الغير مضائة بوضوح على أشعة الـ 

 يمكننا توقع التركيز القليل للمورثة رغم نجاح عملية التحوير.

للعصابات  PCRال ـتفاعل البلمرة التسلسلي  أجريّ ، ثم من هلامة الأغاروز ن قيتالثلاثة و  ق طعت العصابات

 المنقاة مرة ثانية بغرض زيادة تركيز العصابات.
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 صابات مطابقة لطول المورثة ضمن العينات العشوائية المأخوذة من أطباق البيتري للجراثيم المحورة وراثيا  ع ، ظهور31الشكل 

ن تواجد التسلسل النكليوتيدي لمورثة عامل التخثر إلى السلسلة للتأكد م PCR إرسال نواتج الـ  -2-7-1

  التاسع البشري ضمنها

 .(32الشكل ) الحصول على نتائج سلسلة قابلة للقراءة عدم نلاحظ 
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  المناقشة: -3

وأصعب المراحل خلال البحث لعدة من أطول  الاعتيان والحصول على عينات الخزعات الكبدية مرحلةكانت 

ولا توجد إمكانية للحصول  ،وهي حصرا من مرضى ي شكّ بإصاباتهم الكبدية الكبدية نادرة جدا   اب؛ الخزعاتأسب

إمكانية الحصول على  حالت دون  التي لا شك جائحة كوروناأضف إلى ذلك  على عينات من متبرعين أصحاء،

بما فيها  ،والكبرى  إجراء العمليات الجراحية الصغرى  عنتوقف معظم المشافي بسبب  لفترة طويلة جداخزعات 

 ر. زيادة على ذلك، وحتى بالنسبة للخزعات التي حصلنا عليها، تعذّ التي توقفت لمدة عام تقريبا   الخزعات الكبدية

الكبدية تشريحيا . في النهاية، وبسبب عدم توفر خط خلوي كبدي والصعوبة البالغة في الحصول  تحديد مكان الخزعة

العدد القليل من ظر التقاني المفروض على سورية، كان علينا التعامل مع عليه من مصادر خارجية بسبب الح

الرنا المستخلص  تركيز فقط. كانكبدية سبع خزعات التي حصلنا عليها طيلة ثلاثة أعوام، وعددها عينات الخزعات 

انطلقت أغلب  في الواقع،. التركيز شبه معدومحيث كان  3العينة رقم  ، خاصة فيا  جدا  ضعيف من جميع العينات

ليس من خلايا و  ةكبدي ةخلوي وطمن خط البشرية لتأشيب مورثة عامل التخثر التاسع الأبحاث التي أجريت عالميا  

خط  ة منالعينات المأخوذو الكبدية المأخوذة من مرضانا الخزعات  هنا بين مقارنةال . وتمكنأو خزعات أولية كبدية

 .(11الجدول ) يةمن كتلة كبد وأ( 10الجدول ) خلوي كبدي،

 

 خط خلوي كبدي خزعة كبدية  

 تركيز عال   مل /ملغ 50تركيز قليل  تركيز العينة المأخوذة

 خزعة نسيجية حجمها كبير خزعة إبرية حجمها قليل  حجم العينة

لايمكن تحديد نقاوة العينة وخاصة أن معظم المتطوعين  نقاوة العينة

ة أو أورام هم مرضى يعانون من أمراض كبدية مزمن

 وقد يكونو معرضين للمواد المشعة والأدوية الكيميائية 

 نقاوة عالية وخلايا كبدية سليمة 

إحتمال تواجد 

 المورثة المطلوبة

  نسبة عالية جدا   قليلة جدا لعدم سلامة كبد المتطوع 

 

 أخوذة من خزعة كبدية لمرضى متطوعيين وبين خط خلوي كبدي، مقارنة بين العينات الم 10الجدول رقم 
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 كتلة كبدية خزعة كبدية 

 أكبر لأن الحجم أكبرتركيزها  مل/ملغ 50تركيز قليل  تركيز العينة المأخوذة

 يمكننا التحكم بالحجم  خزعة إبرية حجمها قليل حجم العينة

أكبر نسبيأ لاحتمالية سلامة جزء من  قليلة جدا لعدم سلامة كبد المتطوع إحتمال تواجد المورثة المطلوبة

 كبرالأالعينة 

 

ربما لم  المرضى المتطوعينحصلنا عليها من أن الخزعات الكبدية التي قد نستقرئ من خلال المقارنة 

ا من تضخيمه احتوت على تراكيز ضعيفة جدا  منه لم تمكنّ أنها تحتو  على الرنا المرسال الخاص بالعامل التاسع، أو 

عينات الرنا لدى اعتيان الخزعات الكبدية أو  تضررحتمال . كما يبقى اPCRحتى بطريقة حساسة جدا  كتفاعل الـ 

بحث أجريّ في مشفى الأسد الجامعي في اللاذقية بين  وهنا تجدر الإشارة إلى .تبر قائما  نقلها من المشفى إلى المخ

كانت أحجامها قليلة جدا،  جميع الخزعات الكبدية ، حيث وجد أنخزعة كبدية 40على  2003-2002 يعام

ات المستهدفة في التعبير الجيني عن الجين يقلل من قد إضافة إلى إصابة معظم الحالات بإلتهاب كبد مزمن مما

 (.2004 ه)زيزفون وزملاؤ تلك العينات 

من التعديلات الخاصة بأمثلة  على كافة العينات الكبدية المستحصل عليها متضمنة عددا   عدة تفاعلات أجرينا

تغيير عدد و  درجة حرارة التفاعلو  وزمن التطاول تشفع البادئوزمن  التفككمرحلة تغيير زمن من شروط التضخيم، 

وتجدر الإشارة هنا إلى تعديل تم ذكره . في التفاعلتركيز الدنا المتمم في  بالإضافة إلى تعديلات ،التفاعل دورات

 60إلى  30، حيث اضطر الباحثون إلى إطالة زمن تشافع البادئات من (Paridar et al, 2014)في المرجع 

وفي كل تفاعل بوليميراز متسلسل كنا نقوم  ثانية، وهو ما قمنا به أيضا  ضمن سلسلة التعديلات التي أجريناها.

وكانت تظهر منتجات التضخيم بشكل واضح. إلا أن هذه المورثة الأخيرة تعدّ من  GAPDHبتفاعل تضخيم لجين 

والتي يتم التعبير عنها بشكل مرتفع جدا  في جميع الخلايا نسبة إلى  Housekeeping genesمورثات الخدمة 

الوصول  تمكنّا أخيرا  من، كمورثة العامل التاسع موضوع بحثنا.  (Heemskerk et al, 2002)المورثات النوعية

 ، مقارنة بين العينات المأخوذة من خزعة كبدية لمرضى متطوعيين وبين كتلة كبدية لمتطوع 11الجدول رقم 
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بالرحلان الكهربائي لواحدة من العصابات التي تقارب الوزن الجزيئي المتوقع  تضخيم أظهر إيجابية  إلى بروتوكول 

مع ذلك، يوضح . (Paridar et al, 2014)، وتوافق ذلك مع نتائج باحثين آخرين (24لمنتج التضخيم )الشكل 

ومن مراجعة الأدبيات . أوزان جزيئية أصغر من الطول المتوقع توجود العديد من العصابات الأخرى ذا 24الشكل 

تعديلات في بروتوكولات التضخيم، وذلك بالقيام بعض الالعالمية، يتضح أن باحثين كوريين قد اضطروا إلى إجراء 

 .  Lee et al, 1991))ن البادئات مراحل وباستخدام عدد معدة بذلك على 

ظهرت العصابة المتوافقة مع الوزن الجزيئي المتوقع لدى تضخيم الدنا المتمم للرنا المستخلص من  

عينتين فقط من العينات السبع قيد الدراسة. ولاحقا  لذلك، تم قطع العصابة من هلامة الرحلان وتنقية الدنا، 

تم إجراء تفاعل القطع الإنزيمي ومن ثم ربط التسلسل المقطوع ببلازميد  إلا أن تركيزه كان ضعيفا . مع ذلك،

PCDNA 3.1+  المقطوع بنفس الإنزيمين ضمن الشروط المعيارية لذلك. تمت عملية إعداء الخلايا

الجرثومية المحضّرة لاستقبال البلازميد المأشوب افتراضيا ، ومن ثم زرع الجراثيم على ضمن علب بيتري 

ا مع إضافة الصاد الحيوي لانتقاء الجراثيم التي نجحت لديها عملية الإعداء، على اعتبار تم تحضيره

الجراثيم التي لم تنجح فيها لا تنمو على وسط يحتوي الصاد الحيوي، بينما تنجح الجراثيم المحورة بالبلازميد 

أملا  باقي التجارب  تم إكمالذاته. و  + PCDNA 3.1لوجود جين مقاومة الصاد الحيوي ضمن البلازميد 

بالحصول على تضخيم لمورثة العامل التاسع ضمن البلازميد الذي يتم تضخيمه ضمن الخلايا الجرثومية أثناء 

  تضاعفها. 

 هاتحوير و  الجراثيم تهيئةتعلق بنجاح عملية هنالك عدة عوامل توتجدر الإشارة إلى أنه في مراحل العمل 

نذكر  نامية تحتوي ضمن مورثاتها على مورثة عامل التخثر التاسع البشري.ومنه الوصول إلى مستعمرات جرثومية 

 :من هذه العوامل
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 :تحضير المحاليل الخاصة بعملية التهيئة وتعقيمها ك عوامل تتعلق بنجاح عملية التهيئة للجراثيم

احل جميع مر كما أن  المهيئة.بواسطة الأوتوكلاف لضمان خلوها من أي جراثيم تعيق عمل الجراثيم 

. ويجب أن تتم س 4التثفيل تتم عند درجة حرارة جميع مراحل ملية التهيئة تتم في وسط الثلج و ع

 ،ساعات 5 – 4بشكل متتالي وتحتاج تقريبا  من عملية التهيئة تنمية الجراثيم المراد تهيئتها و عملية 

 ئي.لكهربااالتيار نقطاع الأمر الذي فشلنا به عدة مرات بسبب ظروف العمل المتعلقة با

 الثلج والحمام المائي لإحداث الصدمة  فرتو يجب  :لق بنجاح عملية التحوير للجراثيمعوامل تتع

نقل خلال زمن دقيق ومحكم، أيضا  يجب  من الثلج للحرارة ومنه إلى الثلجنقل الأنبوب و  الحرارية

ت معقمة بشكل ضمن حجرة عقيمة مخلاة من الهواء وبأدوا جرثومي إلى أطباق البيتري المعلق ال

 دوري، لضمان عدم تلوث الأطباق بجراثيم أخرى.

 جميع عمليات زراعة الخلايا الجرثومية على يجب أن تتم  لق بنجاح نمو الجراثيم المحورة:عوامل تتع

يجب أن يتم الحضن لمدة  أطباق بيتري ضمن وسط عقيم وضمن حجرة عقيمة مخلاة من الهواء.

الحضن لمدة أطول إلى ظهور طفرات يمكن أن يؤدي بينما  ،س 37ساعة عند درجة حرارة  18

تمنع من نمو الجراثيم بشكل س  37قل من أدرجة الحرارة لنتيجة النهائية و بالخلايا الجرثومية تعيق ا

لنمو الجراثيم ا  عائقلا شك وأنه يشكل وهنا يمكن القول أن عدم توفر الكهرباء بشكل مستمر . كاف  

أو في مراحل خطأ أو عائق في مراحل التهيئة والتحوير الجرثومي وث أي إن حد بالشكل الصحيح.

، مما يجعل مراحل إعادة جميع الخطوات السابقةى فشل في نمو الجراثيم المحورة و يؤدي إلالنمو 

 .اصة للوصول إلى النتيجة المطلوبةبشروط خالتهيئة والتحوير معقدة وصعبة تحتاج لعمل دقيق و 

  إستخدام إن  عملية عزل المستعمرات الجرثومية من أطباق البيتري وتضخيمها:عوامل تتعلق بنجاح

التسلسلي يعطي نتائج أدق وإنتقاء أفضل  وليميرازبادئ من المورثة في تفاعل الببادئ من البلازميد و 

ة تفاعل البلمر إجراء  قبل المحورة الخلايا الجرثومية من أشوبتنقية البلازميد الم، و للمورثة المطلوبة

يعطي نتائج أكثر نقاوة، لكن عدم وفرة المواد الخاصة بالتنقية وغلاء ثمنها أدى إلى إستخدام  قد
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من نجاح عملية تضخيم المورثة حد ما قد يم المستعمرة الجرثومية كما هي في تفاعل البلمرة التسلسلي

صحيح ضمن يم بشكل بالإضافة إلى عدم ضمان نمو الجراث، والكشف عنها بالرحلان الكهربائي

 . ةالشروط المثالي

بعد الانتهاء من كافة المراحل السابقة، تم توضيب البلازميد المأشوب وإرساله لإجراء تفاعل السلسلة لكن النتائج 

كانت مخيبة للآمال، فكانت نتيجة السلسلة غير مقروءة وبالتالي لم نتمكن من البحث في قواعد البيانات باستخدام 

الناتج عن السلسلة، مع العلم أن النتيجة السلبية ذاتها ظهرت في عينتين اثنتين، هما العينتان  التسلسل النكليوتيدي

اللتان ظهرت فيهما عصابة مقاربة للطول المتوقع للدنا المتمم الخاص بمورثة العامل التاسع. إن تفسير هذه النتيجة 

إلى احتمالية تلوث العصابة لدى قطعها من هلامة السلبية يأخذ بكافة التحديات السابقة التي ذكرت آنفا ، إضافة 

الرحلان بعصابات أخرى قد يكون لها نفس الوزن الجزيئي، وهو الأمر الذي يثبط عملية السلسلة ذاتها ويعيق ظهور 

 نتائج مقروءة.   

تقانات ، كان الهدف من دراستنا هو الحصول على عامل التخثر التاسع المأشوب، مرورا  بتوطين الفي الخلاصة

اللازمة لذلك من عزل الرنا الخاص بعامل التخثر وتحويله إلى دنا متمم، وتنسيل الأخير في بلازميد يمكننا من 

التعبير عن البروتين في خلايا الجراثيم ومن ثم في خلايا حقيقيات النوى، إلا أن النتيجة كانت سلبية، فلم نتمكن 

ناسبة عينات الخزعات الكبدية التي حصلنا على عدد قليل منها فقط من تحقيق الغاية المرجوة غالبا  بسبب عدم م

خلال فترة إجراء البحث وضمن ظروف العمل المعقدة والبنية التحتية سواء في المشافي أم في المختبر. وننصح 

   أن يتم عزل الرنا للعامل التاسع وعموم عوامل التخثر من خطوط خلوية في حال كان الحصول عليها ممكنا.  
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 أهم النتائج التي توصل إليها البحث: -1

 تمكنّا من الحصول على سبع عينات من الخزعات الكبدية لمرضى من مشفيين بعد أخذ الموافقات اللازمة. .1

لدنا المتمم، مع أجريت تجارب عديدة لعزل الرنا الكلي من عينات الخزعات الكبدية البشرية وتحويله إلى ا .2

 الإشارة إلى التراكيز الضعيفة التي حصلنا عليها.

 تم العمل على أمثلة شروط تضخيم الدنا المتمم النوعي للعامل التاسع بتفاعل البوليميراز التسلسلي.   .3

حصلنا على عصابة ضعيفة في الرحلان الكهربائي لنواتج تضخيم الدنا المتمم ببادئات نوعية لعامل  .4

 تاسع البشري بطول يقارب الوزن الجزيئي المتوقع. التخثر ال

حصلنا على جراثيم محورة بالبلازميد المأشوب، دلّ على ذلك نمو تلك الجراثيم بوجود الصاد الحيوي  .5

 النوعي للبلازميد الحاوي على مورثة المقاومة للصاد الحيوي.

ضخيم غير نوعي لهذا العامل، لم نتمكن من الحصول على تسلسل نوعي للعامل التاسع مما يدل على ت .6

 وقد يشير إلى عدم مواءمة عينات الخزعات الكبدية كمصدر للخلايا المعبرة عن العامل التاسع البشري. 

 المقترحات والتوصيات: -2

بأية  ءقبل البد الخلوية المعبرة عن العامل التاسع توفر مصدر جيد ومستمر من العينات ضمان بد من لا .1

 تجارب لاحقة.

لمنصوح به أن تستخدم خطوط خلوية نوعية لتضخيم مورثة العامل التاسع البشري، كبديل أفضل من من ا .2

 الخلايا الكبدية الأولية. 

على الرغم من النتائج السلبية لهذا البحث، نقترح استمرار العمل مستقبلا  على محاولات إنتاج الأدوية  .3

وتوفير مادة دوائية أولية نستعيض بها عن الأدوية  البيولوجية، بما في ذلك من توطين التقانات اللازمة

 المستوردة غالية الثمن، والتي لا تسمح بتوفير هذه الأدوية لكافة من يحتاجها.   
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Abstract 

Hemophilia B, is considered one of the genetic diseases of great importance that leads 

to disorders in blood clotting and bleeding cessation. The disease is diagnosed with a 

deficiency in the amount and effectiveness of human coagulation factor IX, which leads 

to inhibition of clot formation necessary to stop spontaneous or lesion-induced 

bleedings. The recent manufacturing of biologic drugs containing recombinant factor 

IX, rFIX, has contributed to proper management of haemophilia B patients and to the 

improvement of their quality of life (QoL). However, the high price of these biological 

drugs constitutes one of the main determinants in receiving a large number of patients 

the appropriate and sufficient doses to reverse their bleeding. 

In this research, we aimed to clone human factor IX gene and produce it in eukaryotic 

gene expression systems, taking into account the post-translational modifications that 

occur to human factor IX in hepatocytes, which are necessary to carry out its function 

in inducing clot formation and bleeding cessation. However, many challenges faced us, 

starting from the great difficulty in obtaining suitable human liver biopsy samples, and 

ending with the conditions of the infrastructure in the laboratories, which prevented the 

achievement of the goals of this research. Despite the fact that we have carried out all 

the required practical steps, from isolating RNA from liver biopsy samples that we 

obtained, synthesizing complementary DNA, and amplifying it using specific primers 

for human coagulation factor IX that have been verified through bioinformatics means, 

its cloning in a plasmid suitable for expression, and the transformation of bacterial cells 

with it, the result of the final sequence of the amplification product was negative and 

we were unable to obtain the sequence of coagulation factor IX to move into the steps 

necessary for its expression. The negative results of our research indicate the necessity 
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of isolating the mRNA of human clotting factor IX from human liver cell lines that we 

could not obtain during the research period. 
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