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 ً : Recombinant Factor VIIIإنتاج عامل التجلط  -ثالثا

ويѧؤدي . دوراً رئيسياً في عملية تجلѧط الѧدم Factor VIIIيلعب عامل التجلط 

نتيجة لغياب النسخة السائدة مѧن هѧذا (عدم قدرة الجسم على بناء هذا العامل 

إلѧى صѧعوبة وقѧف نѧزف الѧدم ) Xالجنسѧي  الكرومѧوزومالموجود علѧى  الجين

عند التعرض لجرح قطعي نتيجة عدم قدرة الجسѧم علѧى تكѧوين جلطѧة لوقѧف 

 Haemophiliaالنزيѧѧѧف وخاصѧѧѧة فѧѧѧي الأفѧѧѧراد المصѧѧѧابين بمѧѧѧرض النѧѧѧازف 

). هيموفيليا(

 إكسѧون 26قاعѧدة ويحتѧوي علѧى  ك 186بأنѧه يتكѧون مѧن  الجينيتميز هذا 

حمѧѧض  2351يشѧѧُفر لسلسѧѧلة طويلѧѧة مكونѧѧة  mRNAكمѧѧا أن  إنتѧѧرون 25و

.   أميني
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-Postبصѧѧѧѧورة مُعقѧѧѧѧدة بعѧѧѧѧد الترجمѧѧѧѧة  VIIIويѧѧѧѧتم تعѧѧѧѧديل بѧѧѧѧروتين العامѧѧѧѧل 

Translational Processing   بحيث يعُطي بالنهاية بروتين ثنائي الجزيء

Dimeric  ةѧѧن المنطقѧѧتقة مѧѧرة مُشѧѧدة كبيѧѧت وحѧѧن تحѧѧاً مѧѧمكونUpstream 

الأوليѧѧѧѧة وتحѧѧѧѧت وحѧѧѧѧدة صѧѧѧѧغيرة مѧѧѧѧن المنطقѧѧѧѧة اللاحقѧѧѧѧة  الببتيѧѧѧѧدلمتعѧѧѧѧددة 

Downstream  زيءѧѧائي الجѧѧثنDimeric . ىѧѧدتين علѧѧت الوحѧѧوي تحѧѧوتحت

Disulphic كبريتيديةرابطة  17 Bonds  لѧن السلاسѧةوعدد مѧالغليكوزيدي 

مѧѧن الواضѧѧح أن مثѧѧل هѧѧذا البѧѧروتين المُعقѧѧد الكبيѧѧر الحجѧѧم لا يمُكѧѧن . القصѧѧيرة

للجهѧѧاز الѧѧوراثي  لبكتريѧѧا القولѧѧون أن يقѧѧوم بإنتاجѧѧه لافتقѧѧاره إلѧѧى الكثيѧѧر مѧѧن 

عن إنتاج مثل هذا البروتين لذلك لابد من استخدام مزارع  المسؤولةالعناصر 

.خلايا ثديية للقيام بهذه العملية
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)البروتين(وناتج ترجمته  VIIIعامل التجلط : 37الشكل 
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وقبѧѧل أن نتطѧѧرق إلѧѧى عمليѧѧة بنѧѧاء هѧѧذا البѧѧروتين المُعѧѧدل وراثيѧѧاً فѧѧي الخلايѧѧا 

الثديية، تجَدر الإشارة إلى الأسباب التي اقتضت ضرورة إنتاج هѧذا البѧروتين 

، حيѧث أنѧه حتѧى وقѧت قريѧب كانѧت الطريقѧة الوحيѧدة الجѧينبطرق تكنولوجيا 

النقѧي والمُسѧتخلص  VIIIهي الحقن ببروتين عامل الѧتجلط  الهيموفيليالعلاج 

من الدماء البشرية لأفراد مُتبرعين، وهذه التقنية تعُتبر مُعقدة والعلاج مُكلف 

والأخطر من ذلك أنه بالرغم من دقة عمليات التنقية فإنهѧا كانѧت قاصѧرة .جداً 

عѧѧѧن الѧѧѧتخلص مѧѧѧن الفيروسѧѧѧات المرضѧѧѧية التѧѧѧي قѧѧѧد تكѧѧѧون موجѧѧѧودة فѧѧѧي دم 

.المُشّرِع

 HIVوفيѧѧѧروس  Hepatitisإذ تبѧѧѧينّ أنّ فيروسѧѧѧات التهѧѧѧاب الكبѧѧѧد الوبѧѧѧائي 

.يمكن أن تمَر مع البروتين المُستخلص) AIDS(عن الايدز  المسؤول
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وبالتѧѧالي حѧѧدثت بالفعѧѧل إصѧѧابات بهѧѧذه الأمѧѧراض الخطيѧѧرة للأفѧѧراد المعѧѧالجين 

لهѧѧذا فѧѧإنّ عامѧѧل . بѧѧالحقن ببѧѧروتين عامѧѧل الѧѧتجلط المُسѧѧتخلص بهѧѧذه الطريقѧѧة

يكѧѧون خѧѧالي مѧѧن هѧѧذه الملوثѧѧات  الجѧѧينالѧѧتجلط المُعѧѧدل والمُنѧѧتج بتكنولوجيѧѧا 

.الخطيرة مما يُعد إنجازاً مهماً في مجال البيوتكنولوجي

المحѧѧѧاولات الأولѧѧѧى لإنتѧѧѧاج هѧѧѧذا البѧѧѧروتين المُعѧѧѧدل وراثيѧѧѧاً باسѧѧѧتخدام خلايѧѧѧا 

 الهامسѧتربأكمله في مزرعѧة مѧن خلايѧا  cDNAجزيء  كلونةالثدييات، تمت 

Hamster Cells  ًداѧѧئيلة جѧѧت ضѧѧروتين كانѧѧن البѧѧة مѧѧات المنتجѧѧإلا أن الكمي

. وغير مشجعة

. Post-Translationalوقد يرجع ذلك إلى أن العمليات ما بعد الترجمة 
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، إلا أنهѧا لا الهامسѧترعلى الرغم من أنها تحѧدث بطريقѧة صѧحيحة فѧي خلايѧا 

تستطيع على تحويل كل النتائج الأولية إلѧى الصѧورة النشѧطة ممѧا يѧؤدي إلѧى 

.انخفاض حاد في كمية الناتج النهائي

تشѧفر  cDNAللتغلب على هѧذه المشѧكلة، اسѧتخدمت قطعتѧين منفصѧلتين مѧن 

 لتحѧتوالثانية تشѧفر  الببتيدالوحدة الكبيرة من سلسلة متعددة  لتحتإحداهما 

فѧѧي  cDNAكѧѧل مѧѧن قطعتѧѧي  Ligationالوحѧدة الصѧѧغيرة، بعѧѧد أن يѧѧتم التحѧام 

بحيѧѧѧѧѧѧث تكѧѧѧѧѧѧون تحѧѧѧѧѧѧت تѧѧѧѧѧѧأثير  Expression Vectorناقѧѧѧѧѧѧل تعبيѧѧѧѧѧѧري 

Downstream ورѧѧبق  بروموتѧѧوي وتسѧѧقUpstream  ددѧѧن متعѧѧارة مѧѧإش

إلѧى مزرعѧة مѧن  البلازميѧدوتѧم إدخѧال  SV 40مѧن فيѧروس  Poly Aالأدنѧين 

أضعاف الكمية المُنتجة 10حيث أنتجت كميات توازي  الهامسترخلايا 
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.المؤشب VIIIإشارات التعبير المستخدمة في إنتاج العامل : 38الشكل 
للدجاج اكتينمن هجين صناعي من تتابعات حين بيتا  البروموتوريتكون 
الخاصة Poly Aللأرنب وتستخدم إشارة متعدد الأدنين  غلويينوبيتا 
قبل الترجمة mRNAوهي مهمة للتجهيز الصحيح لجزيء ( SV40بفيروس 

).إلى بروتين

الكامѧل الطѧول، كمѧا أن بѧروتين عامѧل  cDNAمن الخلايѧا التѧي احتѧوت علѧى 

الѧѧتجلط النѧѧاتج كѧѧان فعѧѧالاً ولا يختلѧѧف فѧѧي ذلѧѧك عѧѧن البѧѧروتين فѧѧي صѧѧورته 

. الأصلية
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:إنتاج بروتينات بشرية معدلة أخرى

Synthesis of Other Recombinant Human Proteins

و يبين الجدول التالي  الجينتوالت عمليات إنتاج بروتينات معدلة بتكنولوجيا 

.بعض الأمثلة لهذه البروتينات
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 مكلونةالجدول يبين بعض البروتينات البشرية التي أنتجت من جينات 
 Molecular Pharmingفي البكتريا أو في خلايا حقيقيات النوى أو بواسطة 
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: VaccinsRecombinant الجينإنتاج لقُاحات بتكنولوجيا 

ضѧѧد مѧѧرض معѧѧين فѧѧي حقѧѧن الѧѧدم  Vaccinationتѧѧتلخص عمليѧѧة التحصѧѧين 

الذي يؤدي إلى تحفيز الجهѧاز المنѧاعي للجسѧم لبنѧاء  Antigenبتحضير من 

وقѧد جѧَرت العѧادة . لحمايѧة الجسѧم مѧن الإصѧابة Antibodiesأجسام مضادة 

حتѧѧى وقѧѧت قريѧѧب علѧѧى اسѧѧتخدام صѧѧورة غيѧѧر نشѧѧطة أو ميتѧѧة مѧѧن الميكѧѧروب 

.المُعدي في تحضير اللقاح

كانѧѧت اللقاحѧѧات ضѧѧد الفيѧѧروس تتكѧѧون مѧѧن وحѧѧدات فيѧѧروس تѧѧم إيقѧѧاف : فمѧѧثلا

بمعѧѧاملات حراريѧѧة أو عمليѧѧات مماثلѧѧة إلا أنѧѧه نشѧѧأت  Attenuatedنشѧѧاطها 

:مشكلتين من استخدام هذه اللقاحات

، %100لابد من أن تكون عملية إيقاف النشاط فعالة بنسبة  -1
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وإلا فإن وجود حبيبة فيروس واحѧدة حيѧة فѧي الطُعѧم المُسѧتخدم سѧتؤدي إلѧى 

.وقد كانت هذه المشكلة في لقُاحات الحمى القلاعية في الأبقار. الإصابة

لابد من الحصول على كميات كبيѧرة مѧن حبيبѧات الفيѧروس لإنتѧاج اللقѧاح  -2

إلا أن بعѧѧض . وهѧѧذه الأخيѧѧرة يѧѧتم الحصѧѧول عليهѧѧا عѧѧادةً مѧѧن مѧѧزارع الأنسѧѧجة

.لا تنمو في مزارع الأنسجة Bالفيروسات وخاصة فيروس التهاب الكبد 

الجينات وخاصةً بعد  كلونة تقانةللتغلب على هذه المشاكل اسُتخدمت .........

اكتشѧاف أن تحفيѧѧز الجهѧاز المنѧѧاعي فѧѧي الجسѧم لإنتѧѧاج أجسѧام مُضѧѧادة يعتمѧѧد 

موجودة في بروتينات غطاء الفيѧروس ) Antigens( مُستضداتأساساً على 

Coat Protein . دѧينلذلك يتم تحديѧي  الجѧوَن فѧروتين ويكَُلѧذا البѧفر لهѧالمُش

.  ناقل تعبير مناسب لإنتاج بروتينات معدلة وراثياً تسُتخدم كلقاحات
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للفيروس البروتينيالفكرة الأساسية لتفسير استخدام تحضير من الغطاء : 39الشكل 
لاستخدامه كلقاح 

تمتѧѧاز تلѧѧك اللقاحѧѧات بعѧѧدم وجѧѧود الفيѧѧروس الحѧѧي كمѧѧا يمكѧѧن إنتاجهѧѧا بكميѧѧات 

.كبيرة

 بكلونتѧهوذلѧك  Bعلى لقاح ضد التهاب الكبѧد  التقانةوقد أمكن الحصول بهذه 

.وإدخاله في خلايا فطر الخميرة μm 2في ناقل تعبيري 

وقد أمكن الحصول على كميات كبيرة نسبياً من هѧذا البѧروتين المعѧدل وأثُبѧت 

، وقد تمت الموافقة على اسѧتخدام هѧذا اللقѧاح فѧي بهفعاليته عند حقن القردة 

.الإنسان
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:Live Recombinant Vaccinesاستنباط لقاحات حية مُعدلة وراثياً 

كلقѧѧѧاح ضѧѧѧد فيѧѧѧروس مѧѧѧرض  Vaccinia فاكسѧѧѧينيااسѧѧѧتخدام فيѧѧѧروس يرجѧѧѧع 

لأول  Edward Jennerحتى اكتشѧف  1796إلى عام  Smallpoxالجدري 

مرة هذا الفيروس، غير الضار بالإنسان، الذي يمكنه تحفيز الجهѧاز المنѧاعي 

.ضد فيروس مرض الجدري الخطير

، وقѧد أدى اسѧѧتخدام فاكسѧѧينيامѧن ) بالتعريѧب لقѧѧاح(وقѧد اشѧѧُتق كلمѧة فاكسѧѧين 

هذه التقنية إلى التخلص تماماً من مرض الجدري على المستوى العالمي فѧي 

.1980عام 

مѧؤخراً بحيѧث يمكѧن اسѧتعماله كلقѧاح ضѧد  الفاكسѧينياتطور استخدام فيѧروس 

.أمراض أخرى
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فѧѧي  Bتѧѧم إلحѧاق جѧѧين بروتينѧات الغطѧѧاء لفيѧروس التهѧѧاب الكبѧد الوبѧѧائي فѧإذا 

ممѧѧا يѧѧؤدي إلѧѧى تعبيѧѧر  الفاكسѧѧينيا بروموتѧѧورتحѧѧت تحَكѧѧم  الفاكسѧѧينيا جينѧѧوم

وبعد الحقن في الدم سيؤدي تكاثر الفيروس المعدل وراثيѧاً إلѧى إنتѧاج . الجين

التهاب  الأنتيجينجديدة بالإضافة إلى إنتاج كميات كبيرة من  فاكسينياحبيبات 

سيؤدي ذلك إلى اكتساب المناعة ضد الجدري والتهاب الكبد الوبائي . Bالكبد 

B  ً .معا
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الفكرة الأساسية لتفسير استخدام لتفسير إمكان استخدام: 40الشكل 
المؤشب الفاكسينيافيروس 

عدد من  لكلونةالحية  الفاكسينيا جينومالتي تمُثل استخدام   التقانةأيضاً لهذه 

.عن اكتساب المناعة ضد عدد من الأمراض المسؤولةالجينات 

: مثال

المعѧѧدل وراثيѧѧاً والѧѧذي يѧѧتم فيѧѧه تعبيѧѧر عѧѧدد مѧѧن  فاكسѧѧينياتبѧѧَين أن فيѧѧروس 

 Bمختلفة مثل فيروس الأنفلونزا والتهاب الكبد  أنتيجيناتالجينات لبروتينات 

.Herpes Simplex والهيربس

إلا أن هنѧاك . قد أعطى مناعة ضد كل من هذه الأمѧراض مجتمعѧه فѧي القѧرود

المعدلة وراثيѧاً فѧي البيئѧة مѧن خѧلال  الفاكسينياتخوف من أن إطلاق مثل هذه 

.برنامج تطعيم، خشيةَ أي مخاطر على سلامة البيئة
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إنتاج بروتينات مُعدلة وراثياً في الحيوانات الحية

Recombinant Protein From Live Animals

أمكѧѧن مѧѧؤخراً اسѧѧتخدام الحيوانѧѧات الحيѧѧة مثѧѧل الأبقѧѧار والخنѧѧازير والأغنѧѧام 

ً  Bioreactorsكمفاعلات بيولوجية  .لإنتاج بروتينات مُهندسة وراثيا

 البروموتѧورجѧين البѧروتين المرغѧوب تحѧت تحكѧم  كلونѧةيѧتم  التقانةفي هذه 

ويتم إدخال ناقل التعبير هذا إلѧى الحيѧوان  B-Lactoglobulinالخاص بجين 

 المجهѧريوالѧذي يѧتم إنتاجѧه بѧالحقن  Transgenic Animalالمحول وراثياً 

Microinjection  وب  الجينالمُخصبة ويؤدي وجود  البيضيةللخليةѧالمرغ

إلى أن يصبح  إنتѧاج البѧروتين المرغѧوب قاصѧراً  البروموتورتحت تحكم هذا 

.على أنسجة الضرع فقط بحيث يفُرز هذا البروتين مع اللبن
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. يمكن استخلاص وتنقية البروتين المرغوب من اللبن بسهولة نسبية

فيمѧѧا يسѧѧُمى  VIIIأيضѧѧاً اسѧѧتطعنا بهѧѧذه الطريقѧѧة إنتѧѧاج بѧѧروتين عامѧѧل الѧѧتجلط 

Molecular Pharming  حيث تم إلحاقcDNA  بأكمله  الجينالخاص بهذا

). التي تم ذكره في بداية هذه الفقرة(في الخنزير  البروموتورتحت تحكم 

وقد أدى ذلك إلى بناء هذا البروتين في خلايا الضرع وإفرازه في اللبن، وقѧد 

تبين أن البروتين الناتج له نفѧس الخѧواص ونفѧس فاعليѧة البѧروتين الطبيعѧي 

.VIIIلعامل التجلط 
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ً  مؤشبإنتاج بروتين : 41الشكل  في لبن الأغنام المحولة وراثيا

:إنتاج بروتينات معدلة وراثياً في النبات

Recombinant Proteins From Plants  

كما يحدث في الحيوان فإنѧه يمكѧن اسѧتخدام النبѧات كمفاعѧل بيولѧوجي لإنتѧاج 

بروتينات مرغوبة خاصة وأنه ثبت أن معظم البروتينѧات الحيوانيѧة التѧي يѧتم 

-Postإنتاجها في خلايا النبات يحѧدث لهѧا نفѧس التعѧديلات لمѧا بعѧد الترجمѧة 

Translational Modifications . يѧة فѧيمكن زراعة النباتات بكثافة عالي

الحقل مما يعطي محصولاً جيداً من البروتين المعدل وإمكѧان التخѧزين لѧبعض 

الأجزاء النباتية المحتوية على هذا البروتين مثل الدرنات أو في الفاكهة التي 

.تكون عادةً غنية بالبروتين

بغض النظر عن الطريقة التي يتم فيها إنتاج البروتين المعدل في النباتات
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 Massفѧѧѧإن النبѧѧѧات يѧѧѧوفر تقنيѧѧѧة رخيصѧѧѧة وغيѧѧѧر معقѧѧѧدة للإنتѧѧѧاج الكبيѧѧѧر 

Production  ً وقد تم إنتاج بروتينات مختلفة . من البروتينات المعدلة وراثيا

و الأجسѧام  كѧالانترليكونعلى نطاق تجريبي مثل بعض المنتجѧات الصѧيدلانية 

مثل اللقاح ضѧد (المضادة كما تجري بعض التجارب لإنتاج لقاحات في النبات 

.  مما يُعد خطوة كبيرة  لاستنباط برنامج تطعيم رخيص وفعال) الملاريا

بالفعل لإنتاج أجسѧام مضѧادة، وتѧتلخص  Tobaccoوقد اسُتخدم نبات الدخان 

الطريقة في إدخال كلون للجين الخѧاص بالسلسѧلة الخفيفѧة فѧي أحѧد النباتѧات، 

.الخاص بالسلسلة الثقيلة في نبات آخر الجينفي حين أدُخل كلون 

من السلسلتين كѧل فѧي النبѧات  بهاوأمكن بالفعل الحصول على كميات لا بأس 

 ً .    المعدل وراثيا
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الأول الناتجѧة وُجѧѧدت  الجѧѧينثѧم تѧم التهجѧѧين بѧين النبѧاتين وعنѧѧد حصѧاد نبѧات 

كميات معقولة مѧن الأجسѧام المضѧادة كاملѧة حيѧث حѧدثت داخѧل نباتѧات الجيѧل 

الأول عمليѧѧة تعѧѧديل كاملѧѧة بحيѧѧث أصѧѧبح تركيѧѧب الأجسѧѧام المضѧѧادة مشѧѧابه 

.للبروتين الأصلي وبنفس الفاعلية
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:عن الأمراض البشرية المسؤولةتحديد الجينات 

DiseasessIdentification of Genes Responsible for Human   

لا شك أن الأمراض الوراثية كانت وستظل موجودة في الكائنات البشرية، 

إلا أنها اكتسѧبت أهميѧة أكبѧر فѧي السѧنوات الأخيѧرة وذلѧك لأن بѧرامج التطعѧيم 

واستخدام المضادات الحيوية وتحسѧين النѧواحي المعيشѧية والصѧحية قѧد أدت 

إلѧѧى انخفѧѧاض فѧѧي معѧѧدلات الإصѧѧابة بѧѧالأمراض المعديѧѧة مثѧѧل الجѧѧدري والسѧѧل 

.والكوليرا والتي كانت السبب الرئيسي في الوفاة في أوائل القرن العشرين

ونتيجة لذلك أصبحت نسب أعلى من أفراد الكائنات الحية تموت مѧن أمѧراض 

ذات مكون وراثي وخاصةً الأمراض التي تظهر أعراضها في عمر متأخر من 

. حياة الفرد نتيجة لارتفاع متوسط العمر
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عن الأمراض الوراثية إلى  المسؤولةتعود أهمية التعرف على الجينات 

:ما يأتي

 البيوكيمѧѧاويمؤشѧѧراً عѧѧن الأسѧѧاس  الجѧѧينقѧѧد يعُطѧѧي تحديѧѧد أو تعريѧѧف  -1

.للمرض مما يسُاعد على تصميم إستراتجية العلاج

يمكن أن يستخدم  Defectiveإن تحديد الطفرة الموجودة في جين معيب  -2

والمتابعѧѧة حتѧѧى يمكѧѧن التعѧѧرف علѧѧى  Scanningلاسѧѧتنباط برنѧѧامج للمسѧѧح 

المѧرض  بهاأو تلك التي لم يظهر  Carriersفي الأفراد الحاملة  الجينوجود 

لحѧاملي  Genetic Counselingويمكѧن تقѧديم استشѧارة طبيѧة وراثيѧة . بعد

كمѧѧا أن التعѧѧرف المبكѧѧر . الطفѧѧرة لتѧѧوعيتهم بفѧѧرص توريѧѧث المѧѧرض لأطفѧѧالهم

على الطفرة في الأفراد التي لم يظهر فيها المرض بعد تسمح باتخاذ 
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.احتياطات لتقليل مخاطر تقدم المرض لأطفالهم

 Prerequisiteأحد المتطلبات المبدئيѧة  الجينيعتبر تعريف أو تشخيص  -3

.للعلاج بالجينات كما سيأتي بعد

عن مرض مѧا فإنѧه يمكѧن للكائنѧات البشѧرية  المسؤول الجينولكي يتم تحديد 

والتѧي يѧتم فيهѧا  Pedigree Analysisاللجѧوء إلѧى تحلѧيلات شѧجرة النسѧب 

المرغѧѧوب فѧѧي عѧѧائلات تتميѧѧز بمعѧѧدلات إصѧѧابة عاليѧѧة  الجѧѧيندراسѧѧة توريѧѧث 

. بالمرض المطلوب دراسته

مأخوذة من ثلاثة أجيال على الأقل من كل  DNAيفُضل الحصول على عينات 

.عائلة وكلما زاد عدد أفراد العائلة كلما كان ذلك أفضل
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تتم دراسة الارتباط بين ظهور أو غياب المѧرض وبѧين وجѧود أو عѧدم وجѧود 

.في تحليل شجرة النسب) DNA )DNA Markers واسمات

يمكѧѧن توضѧѧيح ذلѧѧك باسѧѧتعراض الخطѧѧوات التѧѧي اتخѧѧذت للتعѧѧرف علѧѧى أحѧѧد 

.  عن سرطان الثدي المسؤولةالجينات 

عندما تبين أنه في عائلات تتميز بارتفاع  1990بدأت التجارب المُبشرة عام 

نسبة الإصابة بسرطان الثدي، وجود عѧدد مѧن الإنѧاث المُصѧابة، والتѧي ظهѧر 

) RFLP )D17S74 الواسѧѧمظهѧѧور  بهѧѧنّ الخاصѧѧة  DNAفѧѧي تحلѧѧيلات عينѧѧات 

. 17رقم  للكروموزوموالذي كان قد سبق تحديد موقعه على الذراع الطويل 

لا بѧѧُدَ أن يقѧѧع فѧѧي ) BRCA1(المѧѧراد تحديѧѧد موقعѧѧه  الجѧѧينممѧѧا يشѧѧير إلѧѧى أن 

. 17 للكروموزوممكان على الذراع الطويل 
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 الجينكانت تلك بداية مُبَشرة إلا أنها لم تكن كافية لتحديد الموقع الدقيق لهذا 

جين آخر تقع في تلك المنطقة نفسها والتي تمتѧد  1000إذ تبين أن أكثر من 

. 17 كروموزوممليون قاعدة على  20حوالي 

بدقѧة  BRCA1 الجѧيناستدعى ذلك القيام بتجارب ارتباط أخرى لتحديد موقع 

.أكثر

و البحѧѧث عѧѧن وجѧѧود  BRCA1علѧѧى تѧѧم ذك بدراسѧѧة المنطقѧѧة التѧѧي تحتѧѧوي

.الجينفيها والتي تفُيد في التحديد الدقيق لرسم خريطة هذا ) STS( واسمات

من  الجينإلى خفض المسافة التي يقع فيها  الواسماتوقد أدى استخدام هذه 

ألѧѧف قاعѧѧدة فقѧѧط، وتسѧѧُمى عمليѧѧة تحديѧѧد مكѧѧان  600مليѧѧون قاعѧѧدة إلѧѧى  20

.الموضعية الكلونةأي  Positional Cloningبهذه الطريقة  الجين
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الخريطة الوراثية الفيزيائية لجين سرطان الثدي: 42الشكل 
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مѧن بѧين  BRCA1بدقة أكثر لابدُ من التعرف على جѧين  الجينلكي يتم تحديد 

.ألف قاعدة 600جين موجود في المنطقة المكونة من  60

:التالية للوصول إلى هذا الهدف التقاناتويمكن استخدام واحدة أو أكثر من 

 mRNAالذي نحصل عليѧه مѧن اسѧتخلاص ) cDNA )RT-PCRاستخدام  -1

فقѧد تبѧين . Hybridization Probingمѧن أنسѧجة مختلفѧة وإجѧراء تجѧارب 

من نسيج الثدي وأيضاً مع  DNAمع  يتهجنيمكن أن  BRCA1مثلاً أن جين 

RNA  رطانѧيض وسѧمن المبيض وقد وُجد ارتباط بين الإصابة بسرطان المب

.الثدي

مُسѧѧѧتخلص مѧѧѧن أنѧѧѧواع مختلفѧѧѧة  DNAباسѧѧѧتخدام  Southernتحلѧѧѧيلات  -2

على اعتبار أن أي جين هام في الإنسان ممكن أن يكون Zooblotوتسُمى 
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له مثيل متطابق معه نسѧبياً فѧي الثѧدييات الأخѧرى بحيѧث يمكѧن التعѧرف عليѧه 

 الواسѧѧѧѧماتباسѧѧѧѧتخدام  Hybridization Probingبالكشѧѧѧѧف بѧѧѧѧالتهجين 

.المناسبة

فѧي أفѧراد سѧَليمة وأفѧراد  النيوكليوتيديѧةيمكن مقارنѧة تحلѧيلات التتابعѧات  -3

فѧي الأفѧراد المُصѧابة يحتѧوي علѧى طفѧرات قѧد  الجѧينمُصابة لمعرفѧة إذا كѧان 

.توُضح سبب حدوث المرض فيهم

، قѧد يѧتم إجѧѧراء Candidate Geneالمحتمѧل  الجѧينللتحقѧق مѧن هويѧة  -4

 Gene) إمѧѧѧا بحذفѧѧѧه( Gene Silencing الجѧѧѧينتجѧѧѧارب إسѧѧѧكات تعبيѧѧѧر 

Knockdown  هѧѧѧѧاء عليѧѧѧѧران أو القضѧѧѧѧي الفئѧѧѧѧفGene Knockdown 

)siRNA (كما سبق.
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ومتابعѧѧة ظهѧѧور أعѧѧراض مرضѧѧية علѧѧى الفѧѧأر مُشѧѧابهة لمѧѧا يحѧѧدث للمرضѧѧى 

 الجينهو بالفعل  الجينالبشريين لكي يستطيع الباحثون التأكد ما إذا كان هذا 

.المطلوب

وقد أدى استخدام هذه التحليلات علѧى المنطقѧة المحتويѧة علѧى جѧين سѧرطان 

و يشѧُفر  إكسѧون 22ك قاعѧدة مكѧون مѧن 100الثدي إلى تحديد جين بطѧول  

حمѧѧض أمينѧѧي والѧѧذي يعѧѧُد جѧѧين مُحتمѧѧل قѧѧوي للجѧѧين  1863لبѧѧروتين بطѧѧول 

BRCA1 .

بالفعѧل فѧѧي أنسѧجة الثѧدي والمبѧيض ووُجѧѧِدت  الجѧينوقѧد وُجѧِد نسѧخ مѧѧن هѧذا 

مُتشѧѧѧѧابهات لѧѧѧѧه فѧѧѧѧي الفئѧѧѧѧران والجѧѧѧѧرذان والأرانѧѧѧѧب والأغنѧѧѧѧام والخنѧѧѧѧازير 

)Zooblots(
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 Frame Shiftمثل طفرات تحريك الإطار (وقد تبَينّ وجود عدد من الطفرات 

فѧي العѧائلات الحساسѧة للإصѧابة، ) None Senseوطفѧرات عديمѧة المعنѧى  

.مما يؤدي إلى إنتاج بروتينات غير فعالة مما يسُبب الإصابة بالسرطان

عѧѧن  المسѧѧؤولهѧѧو  BRCA1 الجѧѧينوقѧѧد أجمَعѧѧَت هѧѧذه النتѧѧائج علѧѧى أن هѧѧذا 

.سرطان الثدي
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