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 MethylScreen الاعتساد على تقانةب TWIST2 جين متيلة لتحديداختبار أمثلة 
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 :السلخص

 وتظؾرمتكؾن الجشيشي ل ةزخوريالادث ؾ حملمشغؼ  خادتناعامل  بأنو TWIST2 يعخؼ
 فؾؽ الؾراثيةالتغيخات حجى إ DNA مةيتمأن الجراسات  حجدت .وتذكل الشقائل الأورام

الحسض الشؾوي بالظخؽ  يمةتيعج تحميل مو . TWIST2 الجيؽتشغيؼ تعبيخ السدؤولة عؽ 
 .والجيج لمؾقت اً التقميجية إجخاءً مدتيمك

 في CpGمؽ مؾاقع  اً مؾقع 14 لجراسة متيمة بادئاتاختبار و بترسيؼ في ىحه الجراسة قسشا 
شخوط تفاعل أمثمة . تست MethylScreenوذلػ بالاعتساد عمى تقانة  TWIST2 الجيؽ

 A2780و SK-OV-3الخمؾية خظؾط الفي  ا الاختباراختبار صلاحية ىحو  الكذف
 ؽيؾ الخمؽ خظيالتغيخات التعبيخ الجيشي في  كسا تست دراسةسخطان السبيض. السذتقة مؽ 
 qPCRبؾاسظة  السجروسيؽ

، 151bpتعظي ناتج تزخيؼ وحيج وبظؾل  البادئات السرسسة أشارت نتائجشا إلى أن
استظاعت البادئات تزخيؼ كسا . C° 60وأن درجة حخارة التراؽ البادئات السثمى ىي 

50ng  مؽDNA بذكل مبكخ في تفاعل qPCRالجيؽ أن أيزاً الشتائج  . بيشت
TWIST2  في خلايا غيخ مستيمةSK-OV-3، متيمة السشظقة ندبة ازدادت  بيشسا

متؾسظة  %88.5مستيمة بذكل مفخط و %3.7فكانت  A2780خلايا السجروسة في ال
التعبيخ  بانخفاض A2780في خلايا  ت الستيمةارتبظو . غيخ مستيمة %7.8والستيمة 
 .SK-OV-3خلايا بالسقارنة مع  ضعف 0.5.بسقجار  الجيشي

 

قابل للاستخجام في تحجيج متيمة  TWIST2 الاختبار السرسؼ لكذف متيمةندتشتج أن 
تكمفة بوبسخاحل عسل قميمة و ندبياً بسجة زمشية قريخة فيو  ويتؼ الكذف الجيؽ اليجؼ،

 بالسقارنة مع الظخؽ التقميجية.أقل 
 

التزخيؼ بالدمؽ ، Methylscreen تقانة ،DNA ،TWIST2متيمة  الكلسات السفتاحية:
 .، سخطان السبيضالحكيقي
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Abstract: 
TWIST2 is a transcription factor that regulates events essential for 

embryogenesis, tumor development, and metastasis. Studies have identified 

DNA methylation as one of the epigenetic changes responsible for TWIST2 

gene expression regulation, so it is important to study TWIST2 methylation 

changes in cancer cells. Analyzing DNA methylation by conventional 

methods is a time and effort consuming procedure. 

In this study, we designed an assay and primers to study the methylation of 

14 CpG sites in the TWIST2 gene based on MethylScreen technology. We 

also optimized the detection reaction conditions and tested the validity of 

this assay in ovarian cancer SK-OV-3 and A2780 cell lines. Gene expression 

changes in the two cell lines were also studied by qPCR. 

Our results indicated that the designed primers give a single 151 bp 

amplicon. The optimal annealing temperature of these primers is 60 °C. 

Tested primers were able to amplify 50ng of DNA in the early qPCR 

reaction. The results also showed that the TWIST2 gene was not methylated 

in SK-OV-3 cells, While the percentage of methylation of the studied region 

increased in A2780 cells, it was 3.7% hypermethylated, 88.5% 

intermediately methylated, and 7.8% unmethylated. Increased Methylation 

in A2780 cells was associated with a 0.05-fold decrease in gene expression 

when compared to SK-OV-3 cells. 

We conclude that the designed test can be used to determine the methylation 

of the TWIST2 gene, in a relatively short period of time and at a lower cost 

compared to the traditional methods. 
 

Key words: DNA Methylation, TWIST2, Methylscreen Assay, Qpcr, 
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 السقدمة:
، كتشغيؼ التعبيخ [1]مؽ أىؼ الآليات فؾؽ الؾراثية التي تشغؼ العجيج مؽ العسميات الحيؾية DNA (DNA methylation ) تيمةمتعج 

، والسحافغة عمى [4]( imprintingالسؾرثي ) التبريؼ، [3]( transposable elements، وإسكات العشاصخ الانتقالية )[2]السؾرثي 
 تحجث .[7]( genome stability، والإبقاء عمى استقخار الجيشؾم )[5 ،6]( X-inactivationلجى إناث الثجييات ) Xتثبيط الربغي 

 CpGبجُدر  تجعى والتي( CG-rich regions) غؾانيؽ- الديتؾزيؽ نكميؾتيجات مؽ كبيخ بتتابع الغشية السشاطق في غالباً  DNA متيمة
(CpG islands،) السحزض  مشظقة وتتسيد(promoter regions ) بجدر غشية بكؾنيا السؾرثات مؽ %70في CpG درجة وتحجد 

إلى تظؾر العجيج مؽ  DNAحجوث تغيخات في متيمة  يدبب. [9 ,8] تعبيخىا ومدتؾى  السؾرثات لتمػ الؾعيفية الحالة الجدر تمػ متيمة
 الدخطان الباب أمام تظؾيختظؾر و يمة تسال تغيخات بيؽالؾثيق الارتباط ىحا يفتح . عشج البالغيؽ مخاض السدمشةالأالأمخاض كالدخطان، و 

الأبحاث فؾؽ الؾراثية كل مؽ  فياستخجاميا  مؽ أجل ذات تكمفة مقبؾلة ، قابمة لمتظبيقحداسة وسخيعةججيجة  كذف تايتقش
 qualitativeإلى: طخؽ قادرة عمى التحجيج الكيفي ) DNAتُقدؼ الظخؽ السدتخجمة في تحجيج متيمة و الإنحار. تكيؼ التذخيص و و 

analysis وطخؽ قادرة عمى التحجيج )( ًالكيفي والكسي معاqualitative and quantitative DNA methylation analysis.)  تدتظيع
سييد السحززات غيخ السستيمة عؽ السحززات السستيمة برخؼ الشغخ عؽ كسية متيمتيا. مؽ ىحه الظخؽ طخيقة الػ تالظخؽ الكيفية 

MSP (Methylation Specific PCR )[1.] ( والظخؽ السذتقة مشياMSP-derived techniques مثل تحميل الانريار السعتسج )
. أما الظخؽ الكسية فتدتظيع تحجيج مقجار متيمة MSP (melting curve analysis based MSP -MCA-MSP )[11]عمى الػ 

نقاط (، وطخيقة مدح الجيشؾم باستخجام bisulfite-sequencingطخيقة الدَمدَمة بعج السعالجة بسادة البيدمفيت )مثل  ،تدمدل معيؽ
 MS-MLPA (methylationوطخيقة الػ  [12]( restriction landmark genomic scanning, RLGSالتقييج )لسؾاقع أنديسات  علام

specific multiplex ligation-dependent probe amplification )[13] . تعتسج أغمب طخؽ كذف الستيمة عمى تحؾيل البيدمفيتو 
bisulfite conversion  لثسالات الديتؾزيؽ غيخ السستيمة مثلmethylation-specific PCR –MSP  وMethyLight  وسمدمة

 فييا بعضيحجث و  والسؾادمؽ الؾقت ثيخ البيدمفيت الك لكؽ تدتغخؽ عسمية تحؾيلو . Bisulfite sequencing [1. ،14]البديمفيت 
 .[15]ثايسيؽ الإلى الغيخ مستيل ديتؾزيؽ ال مؽالتحؾيل ناتجة عؽ فذل خظاء الأ

 في السؾاقع الجيشية CpGجدر  ةيمتكسي بالكذف الحداس والتحجيج الكسي لس PCRعشجما تقتخن مع MethylScreen تقانة تدسح 
ىزؼ مفخدة  اتفي عسميواستخجاميا يمة تالس واعتسادية ةيمتنديسات تقييج حداسة لمسأعمى  MethylScreen. تعتسج تقشية [16]

 (Methylation Dependent Restriction Enzyme- MDRE) يمةتنديؼ التقييج السعتسج عمى السأإدراج  يداعجحيث ومددوجة. 
يمة السؾجؾدة في السشظقة السجروسة. تخ معمؾمات إضافية حؾل كثافة السيؾفوت، ةالكاذب اتالإيجابي اءلغإفي  الاختبارفي ترسيؼ 

 التقانةىحه تعتسج الدخيخية عالية الإنتاجية. لا  لمتظبيق في السجالاتيقة سخيعة وفعالة وقابمة طخ  MethylScreenتعتبخ تقانة و 
 .مشانؾجخاالة بمؽ رت DNAقميمة مؽ عمى كسيات  الكذف، مسا يدسح بإجخاء البيدمفيتتحؾيل  عمى

 EMT- Epithelial) يالسيدانذيسالغياري  تحؾلم، والاور تظؾر الأ تشغيؼميؼ في دور لو عامل ندخ  TWIST2 يعج

Mesenchymal Transition) [17] . الجيؽ يتؼ إسكاتTWIST2 بذكل انتقائي في ابيزاض الجم المسفاوي  ابستيمة محززي
ختبط انخفاض تعبيخ الجيؽ يكسا . [19، 18] يائيةولو دور في تحجيج السقاومة للأدوية الكيس ابيزاض الجم المسفاوي الحادو  السدمؽ

TWIST2  مع وجؾد متيمة في جدرCpG بيشت الجراسات أن تعبيخ الجيؽ [.2]سحزض الجيؽ في أورام البخوستات التابعة ل .
TWIST2  نسط يعج عامل محجد لدمؽ البكيا في سخطان السبيض ويعتبخ ارتفاع التعبيخ عؽ الجيؽ عامل إنحار سيء ويختبط مع

لو دور ميؼ وأساسي في تحجيج مقاومة سخطان السبيض لمعلاج  TWIST2ملائو أن وز  Wang. أعيخ [22 ,21]عاىخي ميدانذيسي 
ؽ عوالسقاوم لمعلاج الكيسيائي يستمػ تعبيخاً مختفعاً  C13Kان السبيض الكيسيائي وأن الخط الخمؾي الدخطاني السذتق مؽ سخط

 . TWIST2 [23]الجيؽ 
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 :البحثهدف أ

ىحه ىجفت  فقج لحافي الدخطانات السختمفة،  TWIST2أىسية وجؾد طخيقة سخيعة وفعالة تكذف متيمة الجيؽ مسا سبق يتزح 
خظيؽ الخمؾييؽ ال في MethylScreenعمى طخيقة بالاعتساد   TWIST2الجيؽلكذف متيمة محزض  اختبارتظؾيخ  الجراسة إلى
SK-OV-3 وA2780 سذتقيؽ مؽ سخطان السبيض وربط حالة متيمة جدر الCpG بالتعبيخ الجيشي.  

 
 :البحث طرائق

 :Methylscreen كذف الستيلة بالاعتساد على طريقة ختبارلاالبادئات وترسيم  TWIST2في الجين  CpGsالتشبؤ بجزر  :أولاا 
تدتخجم التزخيؼ بالدمؽ الحكيقي والتي  Methylscreenطخيقة الاعتساد عمى ب TWIST2يؽ لسحزض جحجدت حالة الستيمة 

 ةاعتسادي الستيم تقييج( وأنديؼ Ms- Methylation Sensitive) ةميحداس لمست تقييجالستبكية بعج اليزؼ بأنديؼ  DNAكذف كسية ل
(Md- Methylation Dependent.) جدر الػ  السخاد دراسة متيمة تؼ البحث عؽ الجيؽCpG  مؽ  واستخخاج تدمدمياالتابعة ليا

 CpG(. وتؼ التشبؤ بسؾاقع جدر (NCBI National Center for Biotechnology Information, USAقاعجة البيانات الػ 
خجام باست (transcription start site, tss) ؽ مؾقع بجء الشدخ لمجيؽمصعجاً   bp 1000السؾجؾدة في محزض الجيؽ تقع بحجود

لسعيج السعمؾماتية التابع  /http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot ( عمى شبكة الانتخنيتemboss-cpgplotبخنامج حاسؾبي )
 ةالجيشؾم الحاويسشظقة السجروسة مؽ ال(. تؼ ترسيؼ بادئات لتزخيؼ European Bioinformatics Instituteالحيؾية الأوروبي )

%، وبمغت حخارة 59ضسؽ البادئات  CGوبمغت ندبة  bp151ظؾل ب ،177bp-إلى  328-في السؾقع  CpGمؽ ثشائية  14عمى 
ومعخفة مجى تكخاريتيا ضسؽ القظعة  حداسة واعتسادية الستيمة التقييجكسا تؼ التشبؤ بسؾاقع قظع أنديسات  .C°59 ~انريارىا 

  .1) )الذكل Geneiousالسجروسة باستخجام بخنامج 

 
  Methylscreenشكل يبين مهاقع البادئات السدتخدمة في طريقة  (1)الذكل 

 .السدروسة ومهاقع تقيد الأنزيسات السدتخدمة CpGsومهاقع 
 

(. يقظع 1)الذكل  MCrBcمؾاقع تقييج  4و Hha1 3و Acilمؾاقع تقييج  6عمى ( 177-إلى  328-) تحتؾي السشظقة السجروسة
 .´5عمى السؾقع  Acil، ويتعخؼ الأنديؼ ´GCG▼C . . . 3 . . .´5تدمدل الالحسض الشؾوي في  HhaIيمة تنديؼ التقييج الحداس لمسأ

. . C▼CGC . . . 3´نديؼ . أما الأMcrBC  5السؾقع  عمىيتعخؼ فيؾ أنديؼ اعتسادي الستيمة و´..(G/A) mC (N40-3000) 

(G/A) mC. . . 3´ . تفاصيل تكخارية ثشائية و تؼ وضع تدمدل البادئات وطؾل القظعةCpG  1ومؾاقع التقيج بالججول. 
 
 

  

http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/
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  Methylscreenتدلدلات البادئات السدتخدمة في طريقة  (1) الجدول

 اسم الجين
السشطقة السدروسة 

 CpGsوعدد 

 السدتخدمة  الأنزيسات
 وعدد مهاقع تقييدها

 ('3-'5) تدلدل البادئات 
طهل الذدفة 

 السزخسة

TWIST2 
-328 to -177 

14 CpG 

6 Acil 

3 Hha1 

4 MCrBc 

F-CCGAAGGGGGAGGCAAAACTGA 
151 bp 

R- ACTCTAGCTGGGCTGGGTTGCT 

 

 الزراعة الخلهية: اا:ثاني
 وسط زراعة خمؾية في  عبؾات( ضسؽ Sigma, USA) A2780و SK-OV-3 الخظان الخمؾيان السذتقان مؽ سخطان مبيض زُرع

RPMI-1640(Sigma, USA حاوٍ عمى )10% ( مرل البقخ الجشيشيSigma, USA, FBS, fetal bovine serumو )2mM 
حخارة الدرجة عشج (، Gibco, USA) %1يبتؾمايديؽ بتخكيد دتخ البشديميؽ و ال(، بؾجؾد الراديؽ الحيؾييؽ Gibco, USAغمؾتاميؽ )

37°C وجؾ نرف رطب مدود بغاز CO2 في حاضشة  %5 بتخكيد CO2(Binder, USA.) 

 : DNAعزل :اا ثالث

( وفقاً Qiagen ،Germany) QIAamp DNA Mini kitباستخجام كيت  A2780و SK-OV-3جيشؾمي مؽ الخلايا  DNAعدل 
 NanoVue Plus (Bioch Rom ،UK   .)بظخيقة ضؾئية باستخجام جياز  DNAلتعميسات الذخكة السرشعة. ومؽ ثؼ قيذ تخكيد 

 :وأمثلة شروط التزخيم TWIST2 لكذف متيلة الجيناختبار البادئات السرسسة  رابعاا:
معدول مؽ كخيات بيزاء  DNAعمى  Classic-PCRتقميجي ال بتقانة التفاعل الدمدمي لمبؾليسيخازتزخيؼ  تؼ إجخاء تفاعل

( Promegaلسعخفة قجرة البادئات عمى التزخيؼ ولأمثمة حخارة التراؽ البادئات باسخجام كيت )بالظخيقة السحكؾرة سابقاً وذلػ 
تخحيل نؾاتج التزخيؼ تؼ سا ك. 2حدب الججول  tmباستخجام بخنامج تزخيؼ متعجد درجات ( Eppendorfوجياز السجور الحخاري )

  .(Biorad-USA% وإعيار نؾاتج التزخيؼ باستخجام جياز مؾثق اليلام )2عمى ىلام أغاروز 
 Step One Real-Timeبجياز  تجخبة التزخيؼ بالدمؽ الحكيقي فيودرجة الالتراؽ الأمثل  بخنامج التزخيؼ الأمثل استخجامتؼ 

PCR (Applied Biosystems ،USA)،  باستخجام كسيتيؽ مختمفتيؽ مؽDNA 50ضسؽ التفاعل  الجيشؾمي ng  100و ng، 
 Maxima™ SYBR Green/ROX 2x qPCR Master Mix (Thermoكيت، و  nM 300وبادئات بتخكيد نيائي

Scientific،USA) الانريار لمذجؼلاختبار التزخيؼ الشؾعي لمبادئات تؼ تحميل مشحشي . و 2ل سحكؾر في الججو وفقا لمبخنامج ال 
  السزخسة حيث يجب أن يغيخ في السشحشي قسة واحجة تجل عمى التزخيؼ الشؾعي وذات نقظة انريار واحجة.

 البرنامج السدتخدم في تفاعل التزخيم بالزمن الحقيقي في هذه الدراسة (2)الجدول 
 درجة الحرارة الزمن عدد الدورات

1 10 min 95 °C 
 30s 95 °C دورة 45

1 min درجة حخارة الالتراؽ السثمى 

 C/1s 60-95 °C°1 تحميل الانريار
 

في  TWIST2متيلة الجين  للكذف عن MethylScreen وإجراء اختبارالهزم بأنزيسات حداسة واعتسادية الستيلة  خامداا:
 :A2780و SK-OV-3الخطين الخلهين 

: تؼ اليزؼ في ىحا Rsشؾعية: الإلى أربعة أقدام مختمفة  A2780و  SK-OV-3مؽ الخلايا  السعدول جيشؾمي DNA تقديؼتؼ 
: تؼ Rdغيخ السستيل، التفاعل  DNAوالتي تقظع  (MSREة )ستيملمالحداسيؽ  HhaI + Acil1التقييج  يبؾاسظة أنديسالتفاعل 

: Rsd، التفاعل السستيل DNAوالحي يقظع ( MDRE)الستيمة  اعتسادي McrBC التقييج اليزؼ في ىحا التفاعل بؾاسظة أنديؼ
مؽ لا يحؾي التفاعل أياً  :R0، التفاعل  McrBCو Acil1و  HhaIتفاعل ىزؼ مددوج يحؾي الأنديسات الحداسة واعتسادية الستيمة
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 1x CutSmart Buffer،100 μg/mL bovine serum السحمؾل السؾقي، DNAمؽ   1ugكل تفاعل يحؾي . الأنديسات الدابقة

albumin, ،1 mM guanosine-5'-triphosphate ،3 % glycerol ،10 U  50كل أنديؼ مدتخجم، وتؼ استخجام مؽ % glycerol 
علات اليزؼ اوية عمى تفايحؾي أنديسات وذلػ لمسحافغة عمى تجانذ تفاعل اليزؼ. حزشت الأنابيب الح تفاعل الحي لاالفي 

دقيقة.  20لسجة  C° 65يقاؼ التفاعل الأنديسي بالحزؽ عمى درجة الحخارة إوتؼ  .C° 37ساعات عمى درجة الحخارة  6الأربعة لسجة 
تزخيؼ لشؾاتج اليزؼ ال . أجخي تفاعلNew England Biolabs (USA)جسيع مكؾنات مديج تفاعلات اليزؼ مؽ شخكة تؼ شخاء 

 DNAمؽ  ng 50و  Maxima™ SYBR™ Green/ROX 2x qPCR Master Mixكيت في الدمؽ الحكيقي باستخجام ال
فقاً لتعميسات ، و  nM 300وبادئات بتخكيد نيائي ،تفاعلات القظع سابقة الحكخلسقظع باستخجام أنديسات التقييج في ا جيشؾميال

( Ct(. وقج أخحت قيؼ دورات العتبة )Applied Biosystems ،USA) Step One Real-Time PCRالذخكة السرشعة في جياز 
 (.UM( وغيخ السستيل )Mالسستيل ) DNAب السئؾية لػ الشد مؽ أجل استخجاميا في حداب

  :DNAحداب متيلة  سادساا:
 التقظيعفي كل مؽ تفاعلات  DNAمؽ أجل حداب كسية  Rs ،Rd ،Rsd ،R0( تزخيؼ التفاعلات Ctأخحت قيؼ دورات العتبة )

 حدب التالي:الحكخ الأربعة الدابقة 
CMs = 2

–Ct(Rs) 
CRd = 2

–Ct(Rd) 
CRsd = 2

–Ct(Rsd) 
CR0= 2

–Ct(R0)
 

 حدب التالي:  DNA لستيمة تؼ حداب الشدبة السئؾية
  الشدبة السئؾية لػDNA  ًمفخط الستيمة -السستيل كاملا (HM -hypermethylated DNA) 

HM = Rs/(R0-Rsd) x 100 
 

  الشدبة السئؾية لػDNA ( غيخ السستيلUM -Unmethylated DNA) 

UM = Rd/(R0-Rsd) x 100 
 

  الشدبة السئؾية لػDNA (غيخ مفخط الستيمة/)متؾسط الستيمةالسستيل بذكل غيخ كامل(IM -Intermediately methylated DNA) 
IM = 1-HM-UM 

 

  دية الستيمة:بأنديسات التقييج حداسة واعتسا التقظيعكفاءة 

 analytical)تزخيؼ نؾاتج القظع السددوج ونؾاتج تزخيؼ التفاعل الذاىج ما يدسى بالشافحة التحميمية  Ctتسثل الاختلافات بيؽ قيؼ 

window-W 3كبخ مؽ أ(، يجب أن تكؾن قيسة الشافحة التحميمية لظخيقة الكذف الشاجحة :ΔCT [Msd – Mo] >3 . 
 

 :Real Time PCRبالزمن الحقيقي  التفاعل الدلدلي للبهليسيرازدراسة التعبير الجيشي بتقانة  اا:سابع

، RNeasy Mini kit (Qiagenالعدل طاقؼ باستخجام  SK-OV-3و A2780الكمي مؽ الخظيؽ الخمؾييؽ  RNAعدل 
Germany3 (. تؼ تحؾيلµg RNA  إلىcDNA  الشدخ العكدي كيتباستخجام M-MLV reverse transcriptase 

(Invitrogen ،USA حدب تعميسات الذخكة )تؼ التزخيؼ بالدمؽ الحكيقي  .السرشعةReal Time PCR  باستخجام
، Maxima SYBR Green Master Mix (Thermo باستخجام كيتStepOne  (Applied Biosystems ،USA )الجياز
USAبظخيقة  يجيش(. حدب التغيخ الشدبي في التعبيخ الΔΔ

Ct جيؽباستخجام ال GAPDH تدتخجم و  .مخجعية جيؽكGAPDH 
في العجيج مؽ الخظؾط  ثابت لا يتغيخ بتغيخ الذخوط التجخيبيةمختفع و تعبيخ  ياكلاتممخجعية في العجيج مؽ الجراسات لا كجيؽ

  A2780في خلايا الخط الخمؾي  يجيشتؼ حداب التغيخ الشدبي في التعبيخ ال .[25، 24]ومشيا سخطان الثجي  الخمؾية الدخطانية
ىؾ العيشة  SK-OV-3وذلػ لأن الخط  SK-OV-3في الخط  1يحه الجيؽ لوتؼ إعظاء قيسة تعبيخ ، TWIST2جيؽ لم وذلػ
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لات بثلاثة تؼ إجخاء التفاع ،Pfaffl [26]حدب  1الكيسة فييا السخجعية والتي يتؼ ندب التعبيخ الجيشي إلييا لحا يأخح التعبيخ 
  .Real Time PCRفي تفاعل  تدمدلات البادئات السدتخجمة 3مكخرات. ويؾضح الججول 

 لزمن الحقيقي في هذه الدراسةتفاعل التزخيم با تدلدلات البادئات السدتخدمة في (3) الجدول

 رمز الجين ('3-'5)  تدلدل البادئات حجم الذدفة السزخسة

97bp 
F-CAAGCTGAGCAAGATCCAGACGC TWIST2 

 NG_032754.2 R-GGTCATCTTATTGTCCATCTCGTCG 

131bp 
F- ATGACCCCTTCATTGACC GAPDH 

NG_007073.2 R- GAAGATGGTGATGGGATTTC 

 
 الشتائج:

 في التفاعل الدلدلي للبهليسيراز التقليدي:لبادئات السدتخدمة لاختيار درجة الالتراق السثلى  أولاا:
تفاعل تزخيؼ  تخحيل نؾاتجتؼ  ،ودرجة الحخارة السثمى لالتراؽ البادئاتباستخجام البادئات السرسسة لسعخفة نؾعية التزخيؼ 

أن جسيع درجات الحخارة  2الذكل  (. يبيؽ.6و 56و 52متدايجة )درجات حخارة التراؽ التقميجي عشج  دمدمي لمبؾليسيخازالتفاعل ال
حيث كان الشاتج أكثخ ، C° 60، وأن درجة حخارة التراؽ البادئات السثمى ىي 151bpالدابقة تعظي ناتج تزخيؼ وحيج وبظؾل 
 تخكيداً لأن عرابة التخحيل ذات فمؾرة أكبخ.

 
 كهربائي لشهاتج تزخيم السشطقة السدروسة وذلك اللرحلان لصهرة  (2)الذكل 

 .السرسسة باختلاف درجات حرارة التراق البادئات
 

 وتحليل مشحشى الانرهار لاختبار نهعية التزخيم: Methylscreenالسدتخدمة في تفاعل  DNAاختيار كسية  ثانياا:
في  23، وبمغت DNAمؽ  50ngفي التفاعل الحاوي  25كانت  Ctالتزخيؼ عتبة دورة أن  qPCRأعيخت نتائج التزخيؼ بػ 

مشاسبة لاستخجاميا في  DNA مؽ 50ngية ، الأمخ الحي يبيؽ أن كفاءة التزخيؼ جيجة وأن كسDNAمؽ  100ngالتفاعل الحاوي 
 (. 3)الذكل  TWIST2لكذف متيمة  Methylscreenطخيقة 



 مراد سكرية، الغسيان،                                 بالاعتساد على...   TWIST2أمثلة اختبار لتحديد متيلة جين 

 16من  8

 

 
  qPCRتها بـ سادر راد السشطقة الس تزخيم مخطط :(3)الذكل 

 .DNAمن  ةالبدائيكسيات الوذلك باختلاف 
 

وجؾد  4 . يبيؽ الذكل(Melting Curveشؾاتج التفاعل )لنريار الاتؼ تحميل مشحشي  qPCRلسعخفة نؾعية التزخيؼ في تفاعل و 
نؾعية مسا يجل عمى  TWIST2-Methylscreenمشحشي انريار نؾاتج تزخيؼ في C°90.77  انريارذات درجة  قسة واحجة

 . primer –dimerتزخيؼ وعمى عجم وجؾد لا
 

 
 .تزخيم السشطقة السدروسةمشحشي انرهار ناتج  (4ل )الذك
 .وجهد قسة واحة تدل على نهعية التزخيممشحشي الانرهار يبين 

 
 في الخطين TWIST2ندبة متيلة لسعرفة  Methylscreenإجراء تفاعل  ثالثاا:

SK-OV-3  وA2780: 
وتبيؽ  ،A2780و SK-OV-3 يؽالخمؾي يؽلجيشؾم الخظ MCrBcو Hha1و Acilلشؾاتج التقظيع بالأنديسات أجخي تفاعل التزخيؼ 

دب حالألؾان كل جيشؾم بتزخيؼ نتائج  تؼ تخميد ،TWIST2تزخيؼ السشظقة السجروسة لمجيؽ نتائج ( 5)الذكل  qPCRمخظظات 
بمغت الشافحة التحميمة في أخزخ.  DD تفاعلو ، أحسخ MDREتفاعل أزرؽ،  MSREتفاعل أسؾد،  R0فاعل معالجتيا: ت نؾع

 A2780، وبمغت لجيشؾم الخلايا SK-OV-3 ΔCT [Msd – Mo] >15في جيشؾم الخلايا  TWIST2طخيقة كذف متيمة الجيؽ 
 .ΔCT [Msd – Mo] >3لأن  لميزؼ بالأنديسات السدتخجمة ةمقاوم DNAتؾجج كسية الظخيقة حداسة ولا  ، مسا يجل أن5.7



 مراد سكرية، الغسيان،                                 بالاعتساد على...   TWIST2أمثلة اختبار لتحديد متيلة جين 

 16من  9

 

كان  %88.5و A2780مؽ جيشؾم الخط الخمؾي كان مستيلًا بذكل مفخط  %3.7 ما ندبتو أن TWIST2 لجيؽ مةتيالس تحميل أعيخ
الجيؽ السشظقة السجروسة مؽ فقج كانت  SK-OV-3. أما بالشدبة لجيشؾم الخط الخمؾي مستيلاً غيخ كان  %7.8ومتؾسط الستيمة 

TWIST2  (4)الججول  مستيمةغيخ.  

 A2780و SK-OV-3في الخطين  TWIST2الحدابات السدتخدمة في تحديد متيلة الجين  (4)الجدول 
SK-OV-3 A2780  

Not Determined 2
-27.1 

CMs 
2

-28.706 2
-26

 CRd 
Not Determined 2

-28
 CRsd 

2
-28.943 

2
-22.3

 CR0 
0.001% 3.7% HM = Rs/(R0-Rsd) x 100 

99.999% 7.8% UM = Rd/(R0-Rsd) x 100 

.%  88.5% IM = 1-HM-UM 
 

 
 .TWIST2لكذف متيلة  Methylscreenطريقة  (5)الذكل

 .A2780و  SK-OV-3 نفي الخطين الخلهيي TWIST2لجين من اتزخيم السشطقة السدروسة لqPCR مخططات يظهر الذكل 
 

 :A2780و SK-OV-3 ؽيفي الخظيؽ الخمؾي TWIST2التعبيخ عؽ الجيؽ  دراسة اا:رابع

 A2780في خلايا الخط الخمؾي  السيدانذيسيتتجخل في التحؾل إلى الذكل لتي وا TWIST2 ؽتست دراسة التعبيخ الجيشي لمجي
وحدبت قيسة التغيخ الشدبي في التعبيخ  SK-OV-3خلايا الخط الخمؾي  لتعبيخ الجيشي فيإلى احيث ندبت نتائج التعبيخ الجيشي 

ΔΔحدب قاعجة  Relative quantification (Rq)الجيشي 
Ct [26]  وذلػ بتقانةReal Time PCR . بمغت قيؼ التغيخ الشدبي في

  .(6 )الذكل (foldضعف ) A2780 .0.33في خلايا الخط الخمؾي  TWIST2 مجيؽالتعبيخ الجيشي ل
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 تدخل في التحهل يلبروتين  السرمزة TWIST2 التعبير عن الجين دراسة (6) الذكل

 .qPCRبطريقة  SK-OV-3بالسقارنة مع الخط  A2780في الخط الخلهي السيزانذيسي إلى الذكل 
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 :السشاقذة

، حيث كانت مثل ىحه التغيخات أولى التبجلات فؾؽ الؾراثية DNAتبجلات عسيقة في مَتْيَمة  حجوثمع يتخافق نذؾء وتظؾر الدخطان 
 العجيج مؽ الدبل الخمؾية وذلػ بإعادة تشغيؼ تعبيخىا السؾرثيالآليات فؾؽ الؾراثية عمى ثخ تؤ . [27]التي تؼ كذفيا في الدخطان 

مشظقة السحزض لبعض السؾرثات الؾرميّة والسؾرثات  DNAأعيخت العجيج مؽ الجراسات حجوث تغيخ في مَتْيَمة . [29 ,28]
وبذكل عام، تختبط حالة فخط متيمة  .[.3] بالتعبيخ السؾرثي في الخلايا الدخطانية في التحكؼ خملاً  الأمخ الحي يدبب ،الكابحة لمؾرم
( بانخفاض للانتداخ، بيشسا تختبط حالة عجم وجؾد الستيمة بديادة لمتعبيخ السؾرثي hypermethylationالسؾرثات )محززات 

الجيشؾم، كسا يحجث فخط  DNA. ويتغيخ نسط الستيمة بذكل متكخر في الخلايا الدخطانية، حيث يحجث نقص عام في متيمة [29]
 . CpG [31, 32]متيمة نؾعي في بعض جدر 

عامل انتداخ مؽ نسط حمدون عخوة حمدون، يقؾم بؾعيفة مشغسة أساسية في تظؾر العغام والدخطان  TWIST2يعتبخ بخوتيؽ 
 EMT-epithelial‐mesenchymalوفي زيادة خباثة الدخطان عؽ طخيق آلية أساسية تجعى التحؾل الغياري السيدانذيسي )

transition )[33 ،34] . يشغؼTWIST2 عؾامل ب ارتباطو مؽ خلال ،خادتنمؽ عؾامل الا نذاط العجيج مؽ العائلات السعخوفة
بذكل  TWIST2. يتؼ التعبيخ عؽ البخوتيؽ [19] وعيفياً  عؾامل الانتداخ تعظيلمؽ خلال أو  اعدليؼ في الديتؾبلازمو خ ادتنالا

مختفع في العجيج مؽ الدخطانات ويقؾم بجور بخوتيؽ ورمي بيشسا مؽ السسكؽ أن يشخفض تعبيخه في سخطانات أخخى فيؤدي دوراً 
العغؼ ويتؼ الإسكات الجيشي  مشخفزة في سخطان TWIST2. وجج الباحثؾن أن مدتؾيات التعبيخ عؽ الجيؽ [37-35]كابحاً لمؾرم 

 chronic lymphocytic)سخطان الجم المسفاوي الحاد والسدمؽ الشؾعي بديادة متيمة محزض الجيؽ في عجة أنؾاع مؽ 

leukemia،acute lymphoblastic leukemia )[19] كسا بيشت الأبحاث أن زيادة التعبيخ عؽ الجيؽ .TWIST2  تختبط بالحالة
في العجيج مؽ  TWIST2لؾحغت تغيخات الستيمة في جيؽ . [38]الخبيثة والقجرة عمى تذكيل الشقائل في سخطان عشق الخحؼ 

ومؽ السسكؽ أن تكؾن التغيخات فؾؽ الؾراثية ىي سخطان الجم المسفاوي الحاد والسدمؽ و ؾلؾن والبخوستات قالدخطانات مثل سخطان ال
وربظيا مع التعبيخ الجيشي  TWIST2إلا انو لؼ يتؼ دراسة متيمة الجيؽ . [39، .2]الآلية التي تقؾم بتشغيؼ التعبيخ عؽ ىحا الجيؽ 

 في سخطان السبيض مؽ قبل.
قادرة عمى التحجيج الكيفي كسية وطخؽ  [.1]إلى: طخؽ قادرة عمى التحجيج الكيفي  DNAتُقدؼ الظخؽ السدتخجمة في تحجيج متيمة و 

في ىحا البحث،  .MethylScreen [12] الظخؽ الكسية تحجيج مقجار متيمة تدمدل معيؽ، مثل طخيقةتدتظيع . [11] والكسي معاً 
في  MethylScreen طؾرت طخيقة .MethylScreen تقانةعتسج عمى ي TWIST2جيؽ اللمكذف عؽ متيمة  اختبارقسشا بتظُؾيخ 

في مجمة  نتائج ىحه التقشية وتؼ نذخ وزملائو Holemonعمى يج الباحثيؽ  7..2لمستيمة لأول مخة عام  الكذف الكسي
BioTechniques  متيمة الجيؽ وتؼ تظبيقيا في كذفGSTP1 [16] . تعتسج تقشية وMethylScreen  نديسات أعمى الجسع بيؽ
دتخجم تتبع عسيمة اليزؼ تفاعل تزخيؼ بالدمؽ الحكيقي ييمة في عسمية ىزؼ مفخدة ومددوجة. تالس واعتسادية ةيمتتقييج حداسة لمس

مؽ  بسشحشي عياري مسا يديجت الحاجة إلى ربط الكياسادون ، السيزؾمة لتزخيؼ جسيع قؾالب الحسض الشؾوي  مؽ البادئاتزوج 
 السشظقةالسخاد دراسة متيمتيا، وتكؾن سشظقة بالتحيط البادئات  اختيار مشاطق التراؽ البادئات يتزسؽ ترسيؼ فحص.ال إنتاجية

سؾاقع تقييج ب يطحالتي تتؼ اختيار زوج البادئات ويالجيشؾم.  كلندخة واحجة في يؾجج مشو تدمدل فخيج  عؽ السزخسة عبارة
يمة الحسض الشؾوي بذكل أكبخ تيتؼ دعؼ الكذف عؽ كثافة م. [16]السدتخجمة في عسمية اليزؼ  MDREو MSREأنديسات 

ليحه . يسكؽ A/GmC [4.]السؾقع الحسض الشؾوي في مؾاقع عذؾائية بالقخب مؽ  ، الحي يقظعMcrBC وذلػ باستخجام الأنديؼ
متؾسط الستيمة  DNAو يل تسمغيخ  DNAة، فتفخؽ بيؽ يمستبيؽ مجسؾعات الخلايا ذات الأحسال السختمفة مؽ ال أن تسيد الظخيقة

يمة تنديؼ التقييج السعتسج عمى السأ( و MSRE) ةيمستنديؼ التقييج الحداس لمأيؤدي إدراج كل مؽ . و [16]مستيل بذكل كمي  DNAو 
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(MDRE ) ت الكاذبة الشاتجة عؽ اليزؼ غيخ الإيجابياويسشع الحرؾل عمى إلى الحرؾل عمى معمؾمات إضافية في تفاعل واحج
  .[16] لمستيمة عؽ ما ىؾ مؾجؾد حكيقة يشتج عشو قياس مختمف تساماً  الأنديسيؽلأن فذل التقييج بؾاسظة كلا  اً الكامل، نغخ 

في ترسيؼ اختبارات لكذف الستيمة لعجة جيشات ميسة تتجخل في تظؾر  MethylScreenقام عجة باحثيؽ بالاعتساد عمى تقشية 
وذلػ لمتأكج مؽ  MethylScreenاعتساداً عمى طخيقة  IRX3تؼ تظؾيخ اختبار لكذف متيمة بعض الدخطانات والأمخاض. مثلًا 

 أيزاً  طؾر الباحثؾن . [41]لكذف تغيخات الستيمة في سخطانات الجماغ و  human array (OGHA v1.0)نتائج مرفؾفة الستيمة 
مؽ أجل تدخيع وتدييل عسمية التحجيج الكسي لمستيمة في  MethylScreenمعتسجاً عمى طخيقة  FXNاختباراً لفحص متيمة الجيؽ 

في تظؾر السخض  FXNمتيمة الجيؽ حيث تتجخل  ،Friedreich ataxiaنساذج خمؾية وعيشات مخضى مرابيؽ بخنح فخيجريػ 
ؾلؾن وأورام قفي عيشات سخطان ال MethylScreenبظخيقة  WWOXكسا صسؼ الباحثؾن بادئات تكذف متيمة الجيؽ . [43، 42]

في تظؾيخ  MethylScreenوقج تؼ اعتساد تقانة . Neuroblastoma [44-46]وسخطان الأرومة العربية  Wilms' tumorويمسذ 
السدتخجم في الكذف الكسي لمستيمة لمعجيج مؽ الألسانية و  Qiagenمؽ شخكة  EpiTect® Methyl II PCR Array Systemكيت 

تدمدل البادئات  لا تفرح الذخكة عؽعجة سبل خمؾية ميسة في تظؾر الأمخاض والدخطانات، و الجيشات التي تتجخل في 
 . وعؽ مكان الكذفنؾعية أنديسات التقييج عؽ و السدتخجمة في الكذف 

 177-إلى  328-مؽ السشظقة  لجراسة MethylScreen تقانةالاختبار السظؾر والسعتسج عمى  تؼ ترسيؼ بادئاتفي ىحه الجراسة 
bp  جيؽ مؽTWIST2  ثشائية  14حيث أحاطت البادئات بػCpG  وتؼ اختيار الأنديسات الحداسة واعتسادية الستيمة بحيث تغظي

 CpG مؽ 6 يقظع في مؾاقعالحي  Acilالسؾجؾدة في السشظقة السجروسة. لحا تؼ استخجام  CpGمؾاقع تقييجىا أكبخ عجد مؽ 
 مؽ السشظقة اليجؼ. CpG 4 يقظع فيالحي  MCrBc والأنديؼ CpG 3 في مؾاقعيقظع الحي و  Hha1 والأنديؼالسشظقة اليجؼ 

دون الحاجة إلى شؾاىج عيارية  دفعة واحجة السدتيجفة في الجراسةفي السشظقة  CpG 14دتظيع ىحا الاختيار دراسة متيمة يو 
أو  واحجة مؽ متيمةاستخاتيجية أفزل بكثيخ لمتحقق  CpGs متيمة اختبارفي  مختمفة MSREs عجة أنديسات استخجامويعج  .لمستيمة
تغظية لجيشؾم البذخ  HhaIو AciIوتؤمؽ الأنديسات حداسة الستيمة السدتخجمة  .السجروسة دفعة واحجة داخل السشظقة CpGsعجة 

مؽ والتي تعج  MethyLight تقانة بالسقارنة مع الاختبارات السظؾرة والسعتسجة عمى .McrBCوىي متؾافقة مع شخوط تفاعل قظع 
 CpGواحج فقط )الحسض الشؾوي في مؾضع متيمة كيذ ت MethyLightنجج أن أكثخ الظخؽ الكسية شيؾعاً في كذف الستيمة 

خاصة باستخجام نؾعيؽ مؽ البادئات  الحكيقي بالدمؽتقشية تفاعل البؾليسيخاز ب ومؽ ثؼ تزخيسوبالبيدمفيت  تومعالج بعج واحجة(
 .(6،  5) ، كسا أنيا تحتاج إلى شؾاىج عيارية مختمفة الستيمة مؽ أجل التحجيج الكسيالديتؾزيؽ غيخ السستيلو بالديتؾزيؽ السستيل 

واختيار الكسية البجئية السشاسبة مؽ الجيشؾم السقظع  TWIST2تؼ أمثمة شخوط تفاعل الاختبار الخاص بكياس متيمة في ىحا البحث 
مؽ  1µgويكفي ناتج ىزؼ  مشاسبة ويتؼ تزخيسيا بكفاءة. 50ng ييج حداسة واعتسادية الستيمة، وكانت كسيةبؾساطة أنديسات التق

DNA  كسا تتسيد  .لجعل الشتائج أكثخ دقة إحرائياً وبتكمفة قميمةالأمخ الحي يدسح بتكخار التجخبة  تفاعل .2في طخيقتشا لحؾالي
 2يسكؽ إتسام تفاعل التزخيؼ ومعالجة الشتائج بسجة صغيخة ندبيا تقجر بػ  التقظيعالحرؾل عمى ناتج الظخيقة بدخعة الكذف فعشج 

جعل الظخيقة سؽ أجل وشاقة وذات تكمفة عالية، ف وطؾيمة سمدمة البيدمفيت والتي تعج عسمية مجيجةطخيقة مع السقارنة وعشج  ة.ساع
عسمية ب ثؼ الكيامفي بلاسسيج  PCRومؽ ثؼ تشديل ناتج  لمقظعة السجروسة بعج عسمية تحؾيل بيدمفيت PCR الكيام بػكسية يجب 

، يتؼ ة العاليةوبدبب تكمفة الدمدم ،تحؾيخ بكتيخي لتكثيخ البلاسسيج الحاوي عمى القظعة السجروسة ومؽ ثؼ عدل البلاسسيج وسمدمتو
 5يخفع مؽ التكمفة حؾالي و  ةدمدمال يقمل القؾة الإحرائية لبيانات مسا فقط لكل عيشةمؽ البلاسسيجات ندخ  .1عادةً تحميل 

 . MethylScreen [47]أضعاؼ مؽ تكمفة طخيقة 
، استخجم باحثؾن كسيات بجئية Bio-COBRAبظخيقة  bp 141طؾليا  TWIST2وفي دراسة أجخيت لتحجيج متيمة قظعة مؽ جيؽ 

بأنديسات التقيج  لمقظعة السدتيجفة ثؼ ىزؼ PCRوأجخوا عسمية تحؾيل بيدمفيت ثؼ  µg 3.25الجيشؾمي ترل إلى  DNAكبيخة مؽ 
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، الأمخ الحي يجعل كذف والحي يعج مؽ الأجيدة الشؾعية عالية الكمفة Bioanalyzerومؽ ثؼ تخحيل الشاتج في جياز  PCRلشؾاتج 
 . [47] وكمفة مادية عاليةزمؽ طؾيل يحتاج  TWIST2 متيمة

أحج العؾائق  MethylScreenحداسة واعتسادية الستيمة في تقانة  اتالأنديسنؾعي مؽ قبل مقاوم لميزؼ  DNAويعج وجؾد 
بمغت الشافحة التحميمة في  .[16] صغيخة لمسقايدة ةشافحة التحميمال فذل التقييج، جعلي الأساسية أمام نجاح كذف الستيمة الكسي حيث

 A2780جيشؾم الخلايا في ، وبمغت SK-OV-3 ΔCT [Msd – Mo] >15في جيشؾم الخلايا  TWIST2طخيقة كذف متيمة الجيؽ 
قيسة الشافحة التحميمية السقبؾلة مقاومة لميزؼ بالأنديسات السدتخجمة لأن  DNA، مسا يجل أن الظخيقة حداسة ولا تؾجج كسية 5.7
 .ΔCT [Msd – Mo] >3ىي 

جيشؾم نؾعيؽ في  CpGجدر  ةيمتكسي الحداس لسبالكذف ال MethylScreenلشا تظؾيخ طخيقة الكذف السعتسجة عمى تقانة سح س
 %88.5و A2780الخط الخمؾي جيشؾم  فيكان مستيلًا بذكل مفخط  %3.7 ما ندبتو أنوججنا  حيثمؽ خلايا سخطان السبيض، 

فقج كانت السشظقة السجروسة مؽ الجيؽ  SK-OV-3بالشدبة لجيشؾم الخط الخمؾي  كان غيخ مستيلًا. أما %7.8وكان متؾسط الستيمة 
TWIST2 متيمة الجيؽ  كذفلسمدمة البيدمفيت طخيقة استخجمت الجراسات الدابقة  .غيخ مستيمةTWIST2  في عيشات سخطان

والتي تعج مؽ  pyrosequencingكسا تؼ استخجام تقانة  .[18]سخطان الجم المسفاوي الحاد والسدمؽ عشج مخضى و  [.2]البخوستات 
والتي تدتخجم نغيخ  COBRAتؼ اعتساد طخيقة و . [39]ؾلؾن قعيشات مؽ سخطان في التقانات السكمفة والسجيجة لكذف الستيمة 

 . [19]سخطان الجم المسفاوي الحاد والسدمؽ في عيشات مخضى  TWIST2مذع لمفؾسفات في كذف متيمة الجيؽ 
حيث رصج انخفاض  .وربظيا مع التعبيخ الجيشي لأول مخة في سخطان السبيض TWIST2تؼ في ىحه الجراسة تحجيج متيمة الجيؽ 

بالسقارنة مع  وذلػبذكل متخافق مع ندبة الستيمة السختفعة لمجيؽ  A2780في الخلايا  TWIST2معشؾي في التعبيخ الجيشي لمجيؽ 
يختبط بخباثة وقجرة الأورام عمى تذكيل الشقائل والسقاومة  TWIST2ملاؤه أن التعبيخ عؽ ز و  Liلاحظ وقج . SK-OV-3الخلايا 

عمى البكيا في سخطانات السبيض،  اً يعتبخ مؤشخ  TWIST2أن تعبيخ الجيؽ  الأبحاث. بيشت [38]لمديدبلاتيؽ في سخطان السبيض 
ىحه . [23-21]كسا يختبط التعبيخ السختفع بإنحار سيء حيث يعظي التعبيخ السختفع الرفة السيدانذيسية العجائية والسقاومة للأدوية 

 للأدوية في دراسات مدتقبمية. SK-OV-3 و A2780الجراسات تجفعشا لخبط الستيمة والتعبيخ مع مقاومة الخلايا الدخطانية 
. حيث السجروس في السؾقع الجيشي CpG 14 ةيمتكسي الحداس لسبالكذف السسح  TWIST2متيمة كذف  اختبار تغيخ نتائجشا أن

لأول مخة حيث لؼ يجخ  TWIST2تؼ اختيار السشظقة السجروسة وترسيؼ البادئات واختبار كفاءة تزخيسيا وكذفيا لستيمة الجيؽ 
التي تدتغخؽ عسمية  الرؾديؾمبيدمفيت ام تائج دقيقة دون استخجنيسكؽ أن تؾلج بدخعة بيحه الظخيقة.  TWIST2سابقا اختبار متيمة 
ثايسيؽ الإلى الغيخ مستيل ديتؾزيؽ ال مؽالتحؾيل ناتجة عؽ فذل خظاء الأ فييا بعضيحجث و  والسؾادمؽ الؾقت التحؾيل فيو الكثيخ 

وبديظة لا تحتاج الكثيخ مؽ السخاحل والأجيدة السعقجة بالسقارنة مع  [48]مقبؾلة بالسقارنة مع باقي الظخؽ  تكمفةذات وىي  .[15]
 .pyrosequencingالظخؽ الأكثخ تعقيجاً كدمدمة 

 

 الاستشتاجات:
في  CpG 14 ةيمتكسي الحداس لسبالكذف ال MethylScreenالسعتسج عمى تقانة  TWIST2متيمة  تحجيج اختبارلشا تظؾيخ سح س 

 الخط الخمؾي السذتقة مؽ سخطان السبيض في خلاياغيخ مستيمة  TWIST2الجيؽ تكؾن الانتداخ.  بجءقخب مؾقع  السؾقع الجيشي
SK-OV-3، خلايا ازدادت متيمة السشظقة السجروسة في ال بيشساA2780 . في خلايا  ت الستيمة السختفعةارتبظوA2780 بانخفاض 

 .SK-OV-3خلايا بالسقارنة مع  التعبيخ الجيشي
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 التهصيات:
تؾصي دراستشا بستابعة اختبار طخيقة الكذف السظؾرة عمى عيشات سخطانية أخخى وعمى عيشات مؽ أمخاض مختمفة. كسا أنو مؽ 

. SK-OV-3و A2780السيؼ متابعة الجراسة لخبط تغيخات الستيمة والتعبيخ مع السقاومة الخمؾية للأدوية في خلايا سخطان السبيض 
ظؾيخ دائؼ لظخؽ كذف سخيعة وعسمية لتغيخات الستيمة في الدخطانات وغيخىا مؽ الأمخاض لكؾن تغيخات تؾصي دراستشا بت كسا

 العلاج فعّاليةالتذخيص و يديؼ في تحديؽ  الأمخ الحي الستيمة تعج واسسات حيؾية للإمخاضية والخباثة الدخطانية ومقاومة الأدوية
 .السدتقبل في

 
 : التسهيل معلهمات

(.2.595...5.11) التسؾيل رقؼ وفق دمذق جامعة مؽ مسؾل البحث ىحا  
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