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 لتقدير كمية  Qrt-PCR ليميراز بالزمن الحقيقيو التفاعل السمسمي لمباستخدام تقنية 
 C-Flipتين و التعبير الجيني لـــ بر 
 

 2دو رشا مسع، 4اسبرعمي عدنان 
 جامعة دمشقراه في قسم اليندسة الطبية و طالب دكت. 1
 قسم اليندسة الطبية  –أستاذ في جامعة دمشق . 2
 

 الممخص
 مجلاا  فلاي لمبحلاث صلاعبًاو  ميمًلاا مجلااً   الجينلاي التعبيلار بيانلاات خلال  من بالسرطان التنبؤ يعد
 المرسلاا  الرنلاا كميلاة تقلادير ىدفت ىلاذه الدراسلاة إللا ، يةو الحي ماتيةو المعمو  بيةو الحاس جياو لو البي

 الجينلاي  ر التعبيلا قيلااس بالتلااليو أخرى من عينات نسيجية سلاميمة و في عينات نسيجية سرطانية 
 ،transcripts المنتسلالالاخات علالالاددِ  تحلالالار ي علالالان طريلالالاق نسلالالاي ال فلالالاي كميلالالااً   C-FLIP تينو بلالالار  للالالالا

الكشلالاا المبكلالار علالان و سلالاتخدامو فلالاي التشلالاخي  بغلالارا اذللالا  و  qRT-PCRباسلالاتخدام تقنيلالاة 
التلاي تزيلاد  foldافلاق قيملاة الأمللاا  و بحسلاب الأدبيلاات الطبيلاة، تو   .ن(و للاو )سرطان الق الأمراا

 0.7، فلالالاي حلالالاين أن نقصلالالاانيا علالالان overexpressionزيلالالاادة فلالالاي التعبيلالالار الجينلالالاي  1.5علالالان 
 .افق انخفاا في التعبيرو ي

علالالاة و لمجم C-FLIP تينو لبلالالار  التعبيلالالار الجينلالالايزيلالالاادة فلالالاي  حيلالالاث أتيلالالارت نتلالالااد  ىلالالاذه الدراسلالالاة
فلالاي  C-FLIP تينو لبلالار  التعبيلالار الجينلالاي بلالا ن قلالايم تيلالارتأ، فيملالاا النسلالايجية السلالارطانيةعينلالاات ال

يمكلان علاد ىلاذه النتيجلاة مؤشلاراً  .(1.5 – 0.7) ضلامن المجلاا تقلا  العينلاات النسلايجية السلاميمة 
مقارنلاة النتلااد  و علادد أكبلار ملان العينلاات يعطلاي الفرصلاة رجلارار دراسلاات مسلاتقبمية عملا   دياً و تنب

 .المستقيمو ن و لو ية لمرض  سرطان القو م  دراسة ضمن عينات دم
 
، تقنية  ، التعبيرC-FLIPتينو بر  :مفتاحيةال كمماتال  نو لو ، سرطان القqRT-PCRالجيني 
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Abstract: 
Cancer prediction from gene expression data is an important and challenging 

area of research in the field of computational biology and bioinformatics, 

This study aimed to estimate the amount of messenger RNA in cancerous 

tissue samples and others from healthy tissue samples, and thus 

quantitatively measure the gene expression of C-FLIP protein in the tissue 

by investigating the number of transcripts, using qRT-PCR technology, with 

the purpose of using it in diagnosis and early detection of diseases. (Colon 

Cancer). According to the medical literature, a fold value of more than 1.5 

corresponds to an increase in gene overexpression, while a fold value of less 

than 0.7 corresponds to a decrease in expression. The results of this study 

showed an increase in the gene expression of C-FLIP protein for a group of 

cancerous tissue samples, while it showed that the gene expression values of 

C-FLIP protein in healthy tissue samples fall within the range (0.7-1.5). This 

result can be considered as a predictive indicator that gives the opportunity 

to conduct future studies on a larger number of samples and compare the 

results with a study within blood samples for colorectal cancer patients. 

  
Keyword: C-FLIP, Gene Expression, Qrt-PCR Technology, Colon 

Cancer. 
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 Introduction :المقدمة .4
 ق  وا زاد قد التي الجينات عن البحث وا معين لجين الجيني التعبير لتقدير الباحث يحتاج البحلية التجارب من كلير في

 وا يةو ا د وا لمممرضاتالتعرا  عند الخليا عم  الت لير لدراسة اساسية أداة الجيني تقدير التعبير يعتبرو  ،تعبيرىا
حيث تم في ىذا البحث دراسة ، (Khan et al., 2001) غيرىاو  الفيزيادية او التر  وا ناتو اليرم وا السامة ادو الم
لللة عشر متغير تضافري  13، لو 10و 8تين ينتّم تفعي  الكاسبازات و عبارة عن بر  وىالذي  C-FLIPتين اللالا و بر 

spliced variants لو و ن، و لو ي بالنسبة لسرطان القو اصم حيو يعتبر و تين، و ، لللة منيا فقط يتم التعبير عنيا كبر
ت المبرم  و يلبط الم C-FLIPتشير الدراسات إل  أن اللا و ، (Ryu et al., 2001رّميّة )و علقة بتفعي  الصفة ال

 المستقيم. و ن و لو ن لو إمكانات علجية لسرطان القو استيدافو قد يكأن و  لمخليا
 التطبيق. حسبو  رديسين لقسمين التجارب ىذه تقسم

 الجينلالاات لكلالا  الجينلالاي التعبيلالار لتقلالادير الباحلالاث يحتلالااج ىنلالاا: تتلالا لر قلالاد الجينلالاات اي يعلالارا   الباحلالاث نو كلالا وىلالا :لوال  القســم
 :منيا تقنيات بعدة الدراسات من المعقد عو الن بيذا القيام يمكنو  الخمية في دةو جو الم
4. 2D gel electrophoresis  المطيلالااا مللالا  لمتشلالاخي  مناسلالابة بطريقلالاة علالااو البعلالاد متب لنلالاادي الكيربلالاادي الترحيلالا 

 .(Alonn et al.,1999)غيرىا  وا mass spectrometry الكتمي
2. Gene expression microarray الجيني التعبير في بالتغيرات التنبؤ يمكننا نسبياً  الحديلة التقنية ىذه اسطةو ب 

 exons expression ناتو للكس التعبير قياس مؤخراً  التقنية ىذه في فرو ت كما. بالخمية دةو جو الم الجينات لك 
 تضفير في يحص  الذي التغير معرفة من يمكننا كذل  الجيني التعبير كمية لتغير بارضافة ا خير ىذا يمكنناو 

 .mRNA splicing (Konishi et al., 2012)  رسمالرنا ال

 .صيمةأو  قيمة ماتو معم عم   و لمحص ديتؤ  لكنياو . المستعممة ا جيزة حيث من معقدةو  نسبيا مكمفة الطريقتين كل
 :منيا تقنيات عدة استعما  يمكن ىنا معين لجين الجيني التعبير تقدير يريد الباحث نو ك وى :الثاني القسم
 قياس بالتاليو  ،بالخمية دو جو الم المرسا  الرنا تركيزو  كمية بد لة الجيني التعبير قياس يمكن ىنا Real time PCRلا ال تقنية

 إمّا يوو الن   الحما كميات بقياس يسمحُ  حيثُ  ،transcripts المنتسخات عددِ  تحر ي طريق عن النسي  في كمياً  الجيني   التعبير
 .(Bustin et al., 2009)المدخِ   يوو الن الحما من مةٍ و معم كميةٍ  م  ازيةٍ و مت كميةٍ  فقو  وأ النسخِ  لعددِ  مطمقٍ  بشك ٍ 
 ىذه تصنيا يمكنو  ،المستقيمو  نو لو الق سرطان عن المبكر الكشا لتو تنا التي المرجعية الدراسات من العديد ىنا 

 فةو المصف مل  راليةو  بيانات استخدم ما فمنيا: التنبؤ نتام لبنار المستخدمة البيانات حسب أقسام لللة إل  الدراسات
 في الأمل  الح  إيجاد تقنياتو  الصنعي الذكار طرق عم  يعتمد الدراسات من عو الن ىذا و DNAاللا تسمس  وأ يةو الميكر 
 من عو الن ىذا اجوو ت التي الأساسية المشكمةو  لمتنبؤ، المختمفة التصنيا طرقو  انتقادياو  بالمرا المرتبطة الجينات إيجاد

  (Khan et al., 2001; Alonn et al.,1999) سةو المدر  العينات عدد من أكبر نو يك الجينات عدد أن ىي الدراسات

 حسابو  بالمرا ارصابة باحتما  التنبؤ عم  قادر ذجو نم لبنار السريرية البياناتو  رةو الخط ام و ع استخدم ما منياو 
يجادو  الخطي التحمي  عم  النماذج ىذه تعتمدو  النماذج، ىذه من العشرات ىنا و  ا حتما  ليذا درجات وذ مؤشر  ا 
 .(Ma et al., 2010; Collins et al., 2012) رةو الخط بدرجةو  بعضيا م  ام و الع ىذه علقة تحدد دو حد كليرات
 قام، حيث كليرة دراسات ىيو  السريري م  راليو ال معاً  البيانات عيو ن عم  تعتمد لمتنبؤ أنتمة يشم و  :الثالث القسم
( بيةو الجن رياو ك في ىي نغو كي جامعة في الطب كمية) ا مراا عمم قسم فيزملدو و  Byung - Kyu Ryu الباحث
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عينة  52تم اخذ ، حيث غديةالن و لو القنسي   في c-FLIPتين و بر  للاالتعبير الجيني  بدراسة  زيادة 2001 عام في
ليذه العينات  الجيني التعبير ياتو مست دراسة تمو رام الحميدية الغدية، و من الأ 15ون متباينة المراح  و لو لسرطان ق

 تمو  Wilcoxon test اختبار فقو  ا حصادية التحميلت اجرار تماللابتة التعبير،  ا ستتبابية الجينة م  مقارنتياو 
 وى C-FLIP اللا تينو بر  ان بالتاليو   السرطانية العينات في جدا مرتف   C-FLIP تينو لبر  الجيني التعبير ان استنتاج

مركز أبحاث  زملدو فيو  Wilson, T. Rالباحث  قامكما  .(Ryu et al., 2001) نو لو الق لسرطان يو حي اصمو 
اللا  تينو بر  رو   التحقق من دو حبدراسة  2007ينز بمفاست في أيرلندا الشمالية عام و جيا الخمية، جامعة كو لو بيو السرطان 
C-FLIP التحقيق في الآليات التي من خلليا تمارس ت ليراتياو  المستقيم،و ن و لو سرطان القى تنتيم خليا و في جد .

 وىو ي، في الجسم الحو في المختبر  تو ساطة مستقبلت المو بت المبرم  لمخليا و المينتم   C-FLIPا أن اللا و استنتجو 
 .(Wilson et al.,2007) المستقيمو ن و لو ي لسرطان القو ياصم حو 

 :البحث هدف. 2
ملالان اجلالا  اسلالاتخدامو فلالاي  نو للالاو المست صلالا  ملالان القالنسلالاي  كميلالااً فلالاي  C-FLIP تينو بلالار    الجينلالاي التعبيلالار ىو قيلالااس مسلالات وىلالا

 ن.و لو الكشا المبكر عن سرطان القو التشخي  

 Materials and Methods :طرائق البحثو اد و م. 3
 جمع العينات:. 4
مريضاً من  24 (، شممت2107  و ن ا و حت  كانو  2107اقعة بين )شير شباط و جريت ىذه الدراسة خل  الفترة الأُ 

  عم  خزعتين مستقمتين من و جرى الحص اساة بدمشق،و المو الأسد الجامعي  لين في شعبة الجراحة العامة بمشفييو المقب
 اا القط  )النطاق الخالي(. و ن إل  حو اللانية أقرب ما تكو رم )النطاق اريجابي(، و ل  من لب الو ك  مريا، كانت الأ

  التالية: inclusion Criteriaجرى اعتماد معايير ا شتما  
المتعارا عمييا )إخضاع  التشخي  معايير فقو   Adenocarcinomaنيةو لو ق غدية بسرطانات مشخصين مرض 

سب(، تم و ن ا فتراضي المحو لو ، تنتير القColonscopyن و لو ، تنتير القDREالمريا لفح  المس الشرجي 
 المتلابتات بعا( 1   )و يمخ  الجد، رميةو ر الحا ت الو ا ستعانة بتقارير التشريح المرضي بغية تحديد درجة تط

 .رمو الو  بالمرض  الخاصة

 .رمو ال و بالمرضى الخاصةالبيانات  ( يعرض بعض1) لوالجد
 الدرجة تاريخ العينة العينة رقم الدرجة تاريخ العينة رقم العينة

1 19/2/1017 N 13 17/4/2017 N 

2 19/2/1017 III 14 17/4/2017 II 

3 19/2/1017 II 15 17/4/2017 II 

4 19/2/1017 II 16 4/5/2017 IV 

5 19/3/1017 N 17 9/5/2017 II 

6 19/3/1017 I 18 9/5/2017 III 

7 8/3/2017 N 19 4/5/2017 II 

8 8/3/2017 N 20 4/5/2017 N 

9 8/3/2017 N 21 4/5/2017 N 

10 8/3/2017 N 22 11/5/2017 N 

11 17/4/2017 N 23 11/5/2017 N 

12 17/4/2017 II 24 11/5/2017 N 
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 :الحفظ .2
م بتلبلالايط أنزيملالاات و م، اللالاذي سلالارعان ملالاا يقلالا197-ت السلالااد  ذي الدرجلالاة و ر بلالاالآز و الممملالا Dewarعلالاار و ألقيلالات العينلالاات فلالاي 

 ،qRT-PCR اللالالالالالا تفاعلالا ل لعاملالاةا اتو لخطلالا( ا1يبلالاين الشلالاك  ) جيلالاة لمخليلالاا )الصلالاعق(.و لو تلبلالايط الفعاليلالاة البيو نكميلالااز، و الريب
 .(Khan et al., 2001) مُنُ  مُقتبس

 
 [.4، مُقتبس مُنُ ] qRT-PCRات العامة لتفاعل الــــ و ( الخط4الشكل )

 
 Total RNA Isolation  عزل الرنا الكمي 3.4
 الرنلاا باسلاتخدام العتيلادة ز َ عُلا InviTrap® Spin Cell RNA Mini Kit  ِالمصلانّعةُ ملان قبلا  شلاركةSTRATEC 

 FIREPOL reveseباسلالاتخدامِ أنلالازيمِ  cDNAاللالا   RNAيلالا  و تلالام تح فلالاق تعميملالاات الشلالاركة الصلالاانعة، و  الألمانيلالاةِ 

transcriptase  كةمن شر Solis Biodyne (Alonn et al.,1999). 
  تفاعلالالا  اي ان بملالالااو qRT-PCR مشلالالاارع اللالالا  يحتلالالااج (primer )التاليلالالاة اتو بلالالاالخط المشلالالاارع تصلالالاميم ملالالان بلالالاد   كلالالاان 

(Konishi et al., 2012): 
 . NCBI nucleotide BLAST بيانات قاعدة باستخدام C-FLIP جينة تسمس  ايجاد .4
 حيلالاث بالحسلالابان، ا عتبلالاارات بعلالاا أخلالاذ تلالام للالاذل  الصلالاحيحة، المشلالاارع إنتقلالاار دو المنشلالا التسمسلالا  تضلالاخيم فلالاي يشلالاترط .2

 المسلاتعممة المشلاارع  و ط سطو مت فكان عمييا، المتفّق PCR اللالالالالالالالا تفاع  معايير م  ديناميكيةو الترم المتلابتات تتماش 
 ،AT اللالالالاو  GC لملالالالالا ازنو متلالا زعو تلالا ملالا  يلالاة،و مد درجلالاة 75-55))    انصلالايار بدرجلالاة تيلالادي،و نكمي أسلالااس 30 -18 ملالان
 ، (Alberts et al., 2002)% 60 -40 بين ما GC ىو محت فقو 
 NCBI nucleotide بيانلاات قاعلادة باسلاتخدام الجينلاة تسمسلا  إيجلااد بعلاد primer3 بيو الحاسلا التطبيلاق عملا  العملا  جلارى

BLAST  تسمسلت المشارع المعتمدة في تفاع  ( 2الشك  )، يبين سبق لما فقاً وqRT-PCR. 
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 qRT-PCRتسمسلات المشارع المعتمدة في تفاعل ( 2) الشكل

 حقيقيالسمسمي بالزمن الليميراز و انجاز تفاعل الب 4.4
الذي  Thermal Cyclerرَ الحراري  و الحرارة، فالمد طةِ لدرجاتو تِ المتتابعةِ المضبفي التغيرا RT-PCR لاىرُ تقنية الو يكمنُ ج

ريّاً بشكٍ  سريٍ  با ستفادة من الخصادِ  و تبريدىا دو عم  تسخينِ العيناتِ  فاعَ ، يمتمُ  قدرةً محكمةً دقيقةيحتضنُ الت
 مراح : 3احدة من و رة الو تت لا الد (،Bustin et al., 2009) ليميرازو البو يةِ وو ا النو لمحم كيمياديةِ و الفيزي

يلاة، فلاي ىلاذه المرحملاة يحلادث تمسلاخ و درجلاة مد 95يتم رف  درجة الحرارة إل   :Denaturationمرحمة التفكي  الحراري  -4
 ج ال  اشرطة منفردةو   من شريط مزدو تحم  شريط الدنا بانفصالو ال  شريطين مفردين اي يتح وا

فر طرا و كي ي PRIMERىي المرحمة التي يتم فييا ارتباط اللا و  :Primers annealing البرايمرات حاممرحمة الت -2
يتم ذل  عن طريق تخفيا درجة الحرارة و من بنار شريط الدنا polymerase   DNAكسي  ليتمكن انزيم اللاو الييدر 
 ية.و درجة مد  60 – 55إل  

فلاي ىلاذه المرحملاة يبلادأ انلازيم و ، يلاةو درجلاة مد 72 – 68الحلارارة إللا   يتم فييا رف  درجة :Extensionمرحمة ا ستطالة  -3
 تيدات لبنار اشرطة الدنا.و كميو ب ضافة الني POLYMRASEاللا 

، بغيلالاة الحلالاد  رةو مضلالاان الفملالاو ان، يقلالااس خلللالاو و م بضلالا  للالاو يلالاة يلادو ( درجلالاة مد80رة )و ر حلالاراري رابلالا  فلالاي كلالا  دو بارضلاافة لطلالا
ىلالاذه المراحلالا  ( 3يبلالاين الشلالاك  )و ، عي(و اصلالاة عنلالاد اسلالاتخدام مشلالاعر غيلالار نلالاخ) primer-dimerملالان ارشلالاارة المحدللالاة باللالالالالا 

فقلالااً لتلالااب  و رات و تعتملالاد كميلالاة النلالاات  عملا  علالادد اللالادو ي الأصلا ، وو رةً كامملالاةً يتضلااعا فييلالاا الحملالاا النلالاو تمللالا  دالتلالاي اللاللث 
 رة غالباً(.و د  50 – 25أسي )من 

 
 [6، مُقتبس مُنُ ] PCRاحدة في تفاعل الـ  و رة الو ( مراحل الد3الشكل )
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 X =n (1+E)         يحسب عام  التضخيم بالعلقة التالية:
 ي.وو تمل  كمية الحما الن nوتمل  فعالية التضخيم،  Eو، PCRرات و تمل  عدد د Xحيث 

ارد لناديلالاة و ، تركيلالاز كلالا  ملالان الشلالالملالادنا ةبمملالار النلالازيم منيلالاا: اضلالابط الجيلالااز عمييلالاا و فاعلالا  ىناللالا  علالادة متلابتلالاات يعتملالاد تصلالاميم الت
 PCRنلاات تفاعلا  اللالا و ( مك2  )و ، يبلاين الجلادادئو فقيلاا البلاو في التفاع ، درجة الحرارة التلاي تمتصلاق  dNTPsاللالالا و التكافؤ، 

 .(Khan et al., 2001) افقةو م المو الحجو 
 :التالي  و كو تو لمبر  فقاً و  ،STRATAGENE شركةِ  قب  من المصن  ُ   Mxpro 3005p اللا جيازِ  عم  العم ُ  تم  

 افقةو الم مو الحجو  PCR الــ تفاعل ناتو مك( 2) لوالجد
μL3 cDNA          50 ng\μl 1 
24 μL Master mix 2 
3 μL Primers  For ward 400 nM Reverse 400 nM 3 
0.2 μL Taq Hot 4 
0.15 μL Syber Green 5 

30 μL Total volume =  
 الصبغات ىذه Florecensc dyes وا رةو متفم صبغات استخدام خل  من rtPCR من رةو د ك  نتاد  متابعة نستطي 
 في دو جو م معين حساس طريق عن رةو د ك  في المت لقة الصبغات من النات  ى و الت تحسس يتم ت لق وا ى و ت تعطي
 :التالي الشك  في كما بيانية مخططات بشك  النتاد  تترجم لم ،(Mori et al., 2018) الجياز

 
 [6] مُنُ  مُقتبس ، rtPCR  الـ تفاعل ار الثلاثة التي يمر بهاو يبن الط( 4) الشكل

 

ل  ال  و رة ا و ح في الرسم ما بين الدو تتراو  CYCLE NUMBERرات و الخط ا فقي يمل  عدد الدو  Xر و يمل  مح
 SYBERى  المنبعث من قب  اللا  و دي يمل  مقدار التو العامر و المح وا Yر و يمل  محو ن و ا ربعو رة التاسعة و الد

GREEN اللا و اTAQ MAN  ار و ا ط (4) الشك ضح و ي ،رةو ى  المنبعث من ك  دو م مقدار التو يمل  المنحني المرسو
 :ارو ال  للث اط ينقسم المخطط rtPCR اللا تفاع  اللللة التي يمر بيا

 لور ال و الط : Background Phase  
ر قميلالا  جلالادا و ى  المنبعلاث فلالاي ىلالاذا الطلالاو ن التلالاو يكلالاو للالا  و رات ا و اللالاد ور يمللالا  بدايلاة التفاعلالا  او ىلالاذا الطلالاو ضلالاح بالرسلالام و مكملاا 

ن قميلا  لدرجلاة انلاو و ى  في ىذه الحالة يكلاو من الميم معرفة ان مقدار التو جة ما يزا  قمي  جدا و  ن عدد اشرطة الدنا المزد
ضلالاح و كملالاا م THRESHOLDى  يسلالام  و ىنلالاا  مقلالادار معلالاين ملالان التلالا ،ديو س ملالان قبلالا  الحسلالااس الضلالاو ن محسلالاو   يكلالا

ىلاذا ملاا يحلادث فلاي و س ملان قبلا  الجيلااز و ن محسلاو ى  اقلا  ملان ىلاذا الحلاد   يكلاو ن التلاو يسم  حد العتبة عندما يكلا وبالرسم ا



 عودس ،برسأ                                                                 ... استخدام تقنية التفاعل السمسمي لمبوليميراز بالزمن
 

 55من  8
 

فيبلالادأ  ى  تلالادريجيا اللالا  ان يصلالا  حلالاد العتبلالاةو جلالاة  يلالازداد التلالاو زيلالاادة علالادد اشلالارطة اللالادنا المزدو رات و بزيلالاادة اللالادو   و ر ا و الطلالا
 ضلالاح بالرسلالام بشلالاك  خلالاط متقطلالا و م THRESHOLD وحلالاد العتبلالاة ا ر المنبعلالاثو دي بتحسلالاس كميلالاة الضلالاو الحسلالااس الضلالا

(Dheda et al., 2005). 
 ر الثاني: و الطLog Phase  

د و يسلاتمر المنحنلاي بالصلاعو ى  بالزيلاادة و يسلاتمر التلاو ر الللااني و حلاد العتبلاة حتلا  يبلادأ الطلا ر المنبعث ال  و الض  يص  ما ان
 ر اللالث.و نص  ال  الطحت  
 ر الثالثو الط: Plateu Phase   
عميلاو  وى  في ىذه المرحمة يص  ال  مرحمة اللبات اي انو   يزداد اكلر مملاا ىلاو ر ا شباع اي ان التو ر طو مل  ىذا الطي
ينتيلاي  rtpcrد ذللا  اللا  ان اي تفاعلا  و ضلاح بالرسلام )يعلاو ر ي خلاذ الشلاك  المسلاتقيم كملاا مو نلحت ان المنحني في ىذا الطو 

عنلالادما تسلالاتيم  جميلالا  و ملالاا اللالا  ذللالا  و  (،البرايملالاراتو جينيلالاة و اعلالاد النتر و ىلالاي القو ث التفاعلالا  و اد التلالاي تضلالااا لحلالادو بنيايلالاة الملالا
اعلاد جديلادة لعلادم و قا عن اضافة قو ا يتو ليمريز سو اد يبدأ التفاع  با نتيار اي ان انزيم البو من ىذه المالكميات المضافة 

ىلاذه ىلاي المرحملاة ا خيلارة ملان التفاعلا  و ى  و ن اشلارطة دنلاا جديلادة فلال يلازداد التلاو ا للان تتكلاو بالتلاالي سلاو اعد اصلال و د القو جو 
ىنلاا  مصلاطمح ميلام جلادا يلاذكر دادملاا و من غير الممكن ان يلازداد اكللار و ال  مرحمة ا شباع  ى  فيياو ا يص  التو التي سو 

يبلادأ و  اللا  حلاد العتبلاة  و صلاو ر المنبعلاث بالو كميلاة الضلارة التلاي يبلادأ فييلاا و تمللا  اللادو CT لالالالاما يعرا ب وىو rtpcr في مخطط 
 .ct  (Peirson et al., 2003) قيمة  من ملحتة المخطط نستطي  معرفةو دي بتحسسو و الحساس الض

 Qrt-Pcr (Syber Green Dye) رة المستخدمة فيو الصبغات المتفم  5.4
ج اي انيا   تستطي  ا رتباط بشريط الدنا و الدنا المزدصية لشريط و نيا تمتم  خصرة لأو استخدام ىذه الصبغة المتفم تم

ن و ترتبط بو عندما يكو ى ، و اذا لم ترتبط بالدنا ف نيا   تعطي اي تو  SINGLE STRANDن مفرد و عندما يك
DOUBLE STRANDED  ،رات يزداد ت لق ىذه الصبغة اكلر ف كلر و انو بتقدم الدى  نلحت و الت بإعطارتبدأ و فقط

 ى .و جة فيزداد التو رات تزداد عدد اشرطة الدنا المزدو الد ن بتقدم 
 

 :المناقشة والنتائج  .4
 RNAي وو نتائج استخلاص الحمض الن  5.4
 ي وو بينلالالات نتلالالااد  اسلالالاتخل  الحملالالاا النلالالاRNA دة عاليلالالاة، حيلالالاث أتيلالالارت نتلالالااد  و الحملالالاا المسلالالاتخم  كلالالاان بجلالالا ان

( للادى غالبيلاة العينلاات 28S rRNA ،18S rRNAز الحزم التي تلاد  عملا  ) و الرحلن الكيربادي عم  ىلمة الآغار 
 (.5كما في الشك  ) Markersعم  اليسار يتير اللا و رة و حاً عم  يمين الصو ضو بشك  اكلر 

 
  28S و 18Sدة حيث العصابات و ل عالي الجوضح الرنا المعز و ( ي5الشكل )



 عودس ،برسأ                                                                 ... استخدام تقنية التفاعل السمسمي لمبوليميراز بالزمن
 

 55من  9
 

 اللا جياز ي باستخدام وو حدد تركيز الحما الن Nanodrop(3  )و ضح بالجدو م و، كما ى . 
 

 Nanodropل حسب جهاز الـ و( يبين تراكيز الرنا المعز 3ل )والجد

 التركيز رقم العينة التركيز العينة رقم
 مكل \مكغ  0.61 13 مكل \مكغ 1.45 1
 مكل \مكغ  1.42 14 مكل \مكغ  0.97 2
 مكل \مكغ  1.69 15 مكل \مكغ  0.63 3
 مكل \مكغ  1.39 16 مكل \مكغ  0.42 4
 مكل \مكغ  1.06 17 مكل \مكغ  2.06 5
 مكل \مكغ  1.22 18 مكل \مكغ  1.17 6
 مكل \مكغ  1.01 19 مكل \مكغ  1.88 7
 مكل \مكغ  1.28 20 مكل \مكغ  0.83 8
 مكل \مكغ  1.61 21 مكل \مكغ  0.49 9
 مكل \مكغ  1.38 22 مكل \مكغ  1.60 10
 مكل \مكغ  0.31 23 مكل \مكغ  1.28 11
 مكل \مكغ  0.49 24 مكل \مكغ  1.86 12

 

 الناتجة  qRT-PCRمنحنيات الـــ  2.5
ىلالاي  Housekeeping geneلابتلالاة التعبيلالار اسلالاتتبابيون جينلالاة و ىلالاي غالبلالاا تكلالاو فلالاي البدايلالاة تلالام اختيلالاار جمملالاة مقارنلالاة داخميلالاة 

ي بلالاين و طيملالاة حيلالااة الخميلالاة، بالتسلالاا ى تعبيرىلاا لابتلالااً و ن مسلالاتو يكلالاو حيلالاث يلالاتم التعبيلالار عنيلاا فلالاي جميلالا  الخليلالاا  β -actinجينلاة 
فق قيمةٍ تقديرية لأملا  تعبيلار الجينلاة اليلادا بالنسلابة و   عمييا و الحص والنس  المختمفة، تتيح ىذه الطريقة معالجة النتاد  

 تكفلالاي ملااإنّ  المنتسلاخات، ملان الصلاريح العلالادد تحديلاد ريو الضلار  ملان للايس الحلالاا ت بعلاافلاي ف ، calibratorلمجينلاة الشلااىدة 
 Ct قلايم إيجلااد تلام .(Dheda et al., 2005) مرجعيلاة لجينلاة بالنسلابة نسلايجين بلاين سلاةو المدر  الجينلاة تعبيلار تغيلار مقارنلاة

 equivalent“ متكافدلاة مدخملاة كميلاة بمقارنلاة، β –actin المرجعيلاة الجينلاة إللا  بالنسلابة سلاة،و المدر  c-FLIP ا  رللاةو لم
amount ”النسي  نفس من أخذه تمّ  رمكرّ  م  ازيو الت عم  ،رميّ و  الآخرو  سميمٌ  أحدىما نسيجين بين الرنا من (Dheda 

et al., 2005) ،ب الطريقلاة ىلاذه تعلارا ،رالمكلار  و لمعينلاة سلاطو المتو  المعيلااري ا نحلاراا حسلااب للام Livak وأ ΔΔCt 
method ، تتم عممية تحمي  نتاد  وqRT-PCR :بالطريقة التالية 

تر النلالاار و اللالاذي يتيلار علالاادة عملالا  جيلااز الكمبيلالاو  qRT-PCRملالان المخطلالاط البيلااني الخلالاا   Ct Valueجلاد قيملالاة و ً : نو ا
 .reference geneاللالالالا و التفاع  لك  من الجين المراد دراستو 

 فق العلقة :و الخمية السرطانية و لك  من الخمية الطبيعية  Livakفق قاعدة و     لانياً: نحسب قيمة 
   =           -             

 من العلقة التالية:      لاللاً: نحسب قيمة 
                               ) test – (                                   

Calibrator وسلالالالالالالاة، و شلالالالالالالااىد مقارنلالالالالالالاة بالنسلالالالالالالابة لممعامملالالالالالالاة المدر  وىلالالالالالالاtarget وسلالالالالالالاة، و رللالالالالالالاة المدر و ىلالالالالالالاي الم reference 

(Housekeeping gene) سة. و رلة المدر و رلة المقارنة الداخمية لممو ىي م 
 foldاللارقم اللاذي نحصلا  عميلاو يسلام  و رفعلاو اللا  اس سلاالب، و  2نجلاد ىلاذه القيملاة ب خلاذ رقلام        رابعلااً: نحسلاب قيملاة 

difference in expression gene  و نتر و الكو يستخدم ىذا الرقم في المقارنة بين العينة و.  
       = normalized expression ratio = fold difference in expression 
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التي طُبقت عة بالعمميات الحسابية و متب RT-PCRعن تفاع   الناتجة qRT-PCRمنحنيات اللالالا ( 6في الشك  ) نعرا
 .Livakمعادلة  فقو 
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Sample 3   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -1.95 

Sample 7   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  0.61 

Sample 8   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  +1.06 

Sample 9   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  +0.185 

Sample 2   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -4.42 

Sample 1   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  +0.345 

Sample 4   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -3.54 

Sample 5   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  3.04 

Sample 6   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -1.46 

Sample 10   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  +2.17 

Sample 11   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  0.03 

Sample 12   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -2.865 
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 RT-PCRالناتجة عن تفاعل  qRT-PCR الـــ ( يبين منحنيات6الشكل )
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Sample 13   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  +1.105 

Sample 23   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -0.14 

Sample 14   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -3.495 

Sample 15   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -3.26 

Sample 16   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -5.08 

Sample 17   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -2.64 

Sample 18   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -4.29 

Sample 19   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -3.36 

Sample 20   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  0.09 

Sample 21   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  +0.56 

Sample 22   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  -0.15 

Sample 24   -Act-T/N 

ΔΔCt (L)=  +0.04 
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د ال  الجينة و ن ا سو المو ن ا خضر الحالة الطبيعية و المو رم و ن ا حمر يد  عم  الو ان في المنحنيات السابقة تشير )المو ا ل
 .Livakبعد اجرار العمميات الحسابية حسب معادلة  C-FLIPتين و ( قيم التعبير الجيني لبر 4  )و الجديبين المرجعية(، 

 qRT-PCR الـــ عمى منحنيات Livak معادلة فقو المطبقة  الحسابية العمميات ( يعرض4ل )والجد
 Ct β –actin Ct C-FLIP – L ΔCt (L-Act) ΔΔCt (T-N)        

Sample 1-T 9.74 07.745 8.118 0.345 0.393 
Sample 1-N 02.295 08.955 6.66 1 1 

Sample 2-T 22.57 31.89 8.32 -4.42 21.406 
Sample 2-N 08.57 30.30 02.74 1 1 
Sample 3-T 21.13 27.87 7.84 -1.95 3.863 
Sample 3-N 07.2 26.99 9.79 1 1 
Sample 4-T 21.59 26.99 6.4 -3.54 11.63 
Sample 4-N 07.52 27.46 9.94 1 1 

Sample 5-T 01.73 08.28 7.90 3.04 0.12 
Sample 5-N 8.34 03.20 4.87 1 1 
Sample 6-T 21.92 29.57 8.65 -1.46 2.75 
Sample 6-N 08.08 28.29 01.00 1 1 
Sample 7-T 01.66 09.80 9.05 0.61 0.655 
Sample 7-N 07.53 26.17 8.54 1 1 

Sample 8-T 08.47 28.82 01.35 1.06 0.32 
Sample 8-N 09.44 28.73 9.29 1 1 
Sample 9-T 01.23 08.58 8.35 0.185 0.277 
Sample 9-N 00.275 09.44 8.065 1 1 
Sample 10-T 04.5 23.22 8.72 2.17 0.22 
Sample 10-N 02.23 08.78 6.55 1 1 

Sample 11-T 04.64 24.04 9.5 0.03 0.979 
Sample 11-N 05.37 24.84 9.47 1 1 
Sample 12-T 04.72 20.92 7.2 -2.865 7.285 
Sample 12-N 00.18 20.045 01.165 1 1 
Sample 13-T 15.395 32.2 16.805 1.105 0.4649 
Sample 13-N 15.7 31.4 15.7 0  

Sample 14-T 17.4 33.075 15.675 -3.495 11.275 
Sample 14-N 17.185 36.355 19.17 0  
Sample 15-T 16.69 29.84 13.5 -3.26 9.579 
Sample 15-N 16.49 33.25 16.76 0  
Sample 16-T 17.01 30.76 13.75 -5.08 33.824 
Sample 16-N 15.58 34.41 18.83 0  

Sample 17-T 16.1 28.65 12.56 -2.64 6.32 
Sample 17-N 16.35 31.55 15.2 0  
Sample 18-T 16.87 27.8 10.93 -4.29 19.562 
Sample 18-N 17.25 32.47 15.22 0  
Sample 19-T 17.29 26.64 9.35 -3.36 10.267 
Sample 19-N 17.56 30.27 12.71 0  

Sample 20-T 14.77 21.44 6.67 0.09 0.933 
Sample 20-N 11.5 24.67 6.58 0  
Sample 21-T 18.03 25.11 7.08 0.56 0.678 
Sample 21-N 18.26 25.2 6.52 0  
Sample 22-T 15.89 22.87 6.98 -0.15 1.109 
Sample 22-N 15.84 22.97 7.13 0  

Sample 23-T 12.75 21.51 8.76 -0.14 1.101 
Sample 23-N 13.745 22.65 8.9 0  
Sample 24-T 13.1 21.91 8.81 0.04 0.97 
Sample 24-N 12.485 21.26 8.77 0  
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 : بالتعبير الجيني CT علاقة قيمة 3.5
ى التعبيلالار الجينلالاي و نسلالاتنت  ان مسلالات CT كمملالاا قملالات قيملالاة CTبلالاين قيملالاة و ىنلالاا  تناسلالاب عكسلالاي بلالاين مقلالادار التعبيلالار الجينلالاي 

 .ى التعبير الجينيو تد  عم  نقصان مست CTالعكس صحيح اي ان زيادة قيمة و عالي 
   ى التعبير الجينيو مستبين و  CTتفسير التناسب العكسي بين قيمة  4.5 

المستخمصلاة  mRNA  ىلاذا يعنلاي ان كميلاةو للا  و رات ا و ى  فلاي اللادو يعنلاي ان الجيلااز قلاد تحسلاس التلا CT ان نقصان قيمة
جلاة بسلالارعة اكبلالار و للالاو اللا  اشلالارطة مزدو تحو  cDNAد كميلالاات كبيلار ايضلالاا ملانو جلالاو ىلالاذا يعنلاي و ملان الخليلالاا كانلات كميلالاة كبيلارة 

ى  المنبعث من الشلارادط بسلارعة فتلازداد السلارعة التلاي و ا يزداد مقدار التو اكبر س جة بسرعةو   ال  شرادط مزدو عندما يتحو 
الزيلاادة تعنلاي ىنلاا ان   CTالعكلاس صلاحيح فلاي حاللاة زيلاادة قيملاةو للا  و رات ا و يتير التحسس في اللادو يتحسس فييا الجياز 
المستخمصلالاة  mRNA ان قيملالاةيعنلاي ىلالاذا و رات المتلالا خرة ذللا   ن التعبيلالار الجينلالاي قميلالا  و ى  فلالاي اللالادو الجيلااز قلالاد تحسلالاس التلا

ين كميلاات اكبلار ملان و كليلارة لتكلا تراو فنحتاج ال  دايضاً  النات  عنيا قميلً  cDNAرن مقداو خليا كانت قميمة جدا فيكمن ال
 .يص  ال  حد العتبةو ى  و ج كي يزداد التو الدنا المزد

 كمملالاا زادو عمييلالاا ملالان ا سلالاتخل   المستحصلالا و نلالاة و المتك mRNA اي كلالا  ملالاا زاد التعبيلالار الجينلالاي كلالا  ملالاا زادت كميلالاة
mRNA  لالالالالا كلالا  ملالاا زاد الcDNA ن قيملالاةو فلالاي ىلالاذه الحاللالاة تكلالاو ن منلالاو و لمتكلالاا CT  ىلالاذا يعنلالاي زيلالاادة التعبيلالار الجينلالاي و قميملالاة

 .لمجين المراد دراستو
تتيلار   حيلاث   غلااريتمي،و رات الحرارية عم  مقيلااس لو ما يقابميا من عدد الدو رة و فقاً لتاب  يربط الفمو تتم معالجة البيانات  

رة العتبلالاة و ز فييلالاا الفملالاو را ت الت لالاي تتجلالااو د اللالادىلالاي علالادو  Ct (threshold cycle)النتيجلالاة عملالا  شلالاك  قيملالاة رقميلالاة تعلالارا بلالالالالا 
 (.7الشك  ) ضح فيو م وكما ى المفترضة،

 
 [6رة، مقتبس منُ ]و فقاً لقيم الفمو غاريتمياً و ( معالجة النتائج ل7الشكل )
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 الستنتاجات:. 6
فلاي عينلاات نسلايجية  C-FLIPتين و فلاي قيلااس كميلاة التعبيلار الجينلاي لبلار  qRT-PCRتمت في ىذه الدراسة استخدام تقنيلاة 

 ن.و لو الكشا المبكر عن سرطان القو متشخي  ل ذل  بيدا استخداموو  أخرى من عينات نسيجية سميمة،و سرطانية 
 فلاي ، overexpressionالجينلاي  التعبيلار فلاي زيلاادة 1.5 علان تزيلاد التلاي fold الأمللاا  قيمة افقو ت الطبية الأدبيات بحسبو 

 .(Ryu et al., 2001) التعبير في انخفاا افقو ي 0.7 عن نقصانيا أن حين
عة العينلاات النسلايجية السلارطانية، فيملاا و لمجم C-FLIPتين  و زيادة في التعبير الجيني لبر  حيث أتيرت نتاد  ىذه الدراسة

(، 1.5 – 0.7فلالاي العينلالاات النسلالايجية السلالاميمة تقلالا  ضلالامن المجلالاا  ) C-FLIPتين  و أتيلالارت بلالا ن قلالايم التعبيلالار الجينلالاي لبلالار 
بالتلاالي ، (Wilson et al.,2007) و (Ryu et al., 2001) المرجعيلاة السلاابقة افقة م  الدراساتو ت ىذه الدراسة متكانو 

مقارنلاة النتلااد  و علادد أكبلار ملان العينلاات يعطلاي الفرصلاة رجلارار دراسلاات مسلاتقبمية عملا  دياً و يمكن عد ىذه النتيجة مؤشراً تنب
 .المستقيمو ن و لو ية لمرض  سرطان القو م  دراسة ضمن عينات دم

 
 

 معمومات التمويل :
 (.501100020595ىذا البحث ممو  من جامعة دمشق وفق رقم التموي  )

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 عودس ،برسأ                                                                 ... استخدام تقنية التفاعل السمسمي لمبوليميراز بالزمن
 

 55من  55
 

 المراجع:
 :الجنبية المراجع

 
1. Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al. Molecular Biology of the Cell. 4th edition. New York: Garland 

Science; 2002. 

2. Alon, U., Barkai, N., Notterman, D. A., Gish, K., Ybarra, S., Mack, D., & Levine, A. J. (1999). 

Broad patterns of gene expression revealed by clustering analysis of tumor and normal colon tissues probed 

by oligonucleotide arrays. Proceedings of the National Academy of Sciences, 96(12), 6745-6750. 

3. Bustin, S. A., Benes, V., Garson, J. A., Hellemans, J., Huggett, J., Kubista, M & Wittwer, C. T. 

(2009). The MIQE Guidelines: M inimum I nformation for Publication of Q uantitative Real-Time PCR E 

xperiments. 

4. Collins, G. S., & Altman, D. G. (2012). Identifying patients with undetected colorectal cancer: an 

independent validation of QCancer (Colorectal). British Journal of Cancer, 107(2), 260-265.  

5. Dhanasekaran, S., Doherty, T. M., Kenneth, J., & TB Trials Study Group. (2010). Comparison of 

different standards for real-time PCR-based absolute quantification. Journal of immunological methods, 

354(1-2), 34-39. 

6. Dheda, K., Huggett, J. F., Chang, J. S., Kim, L. U., Bustin, S. A., Johnson, M. A., & Zumla, A. 

(2005). The implications of using an inappropriate reference gene for real-time reverse transcription PCR 

data normalization. Analytical biochemistry, 344(1), 141-143. 

7. Khan J, Wei JS, Ringnér M, et al (2001). Classification and diagnostic prediction of cancers using 

gene expression profiling and artificial neural networks. Nature medicine, 7(6), 673-679 

8. Konishi A, Yasukawa K, Inouye K (2012). "Improving the thermal stability of avian myeloblastosis 

virus reverse transcriptase α-subunit by site-directed mutagenesis". Biotechnol. Lett. 34 (7): 1209–15. 

9. Ma, E., Sasazuki, S., Iwasaki, M., Sawada, N., Inoue, M., & Shoichiro Tsugane for the Japan Public 

Health Center-based Prospective Study Group. (2010). 10-Year risk of colorectal cancer: development and 

validation of a prediction model in middle-aged Japanese men. Cancer epidemiology, 34(5), 534-541. 

10.   Mori Y, Kudo SE, Misawa M, et al. Real-time use of artificial intelligence in identification of 

diminutive polyps during colonoscopy: a prospective study. Ann Intern Med 2018;169:357–66 

11. Peirson, S. N., Butler, J. N., & Foster, R. G. (2003). Experimental validation of novel and 

conventional approaches to quantitative real‐ time PCR data analysis. Nucleic acids research, 31(14), e73-

e73. 

12. Pfaffl, M. W., Horgan, G. W., & Dempfle, L. (2002). Relative expression software tool (REST©) for 

group-wise comparison and statistical analysis of relative expression results in real-time PCR. Nucleic 

acids research, 30(9), e36-e36. 

13.   Ryu, B. K., Lee, M. G., Chi, S. G., Kim, Y. W., & Park, J. H. (2001). Increased expression of 

cFLIPL in colonic adenocarcinoma. The Journal of Pathology: A Journal of the Pathological Society of 

Great Britain and Ireland, 194(1), 15-19 

14.  Wilson, T. R., McLaughlin, K. M., McEwan, M., Sakai, H., Rogers, K. M., Redmond, K. M & 

Longley, D. B. (2007). c-FLIP: a key regulator of colorectal cancer cell death. Cancer research, 67(12), 

5754-5762 

 
 


