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  ABSTRACT    

 

Background: Polymerase chain reaction (PCR) is a sensitive and expensive procedure, 

and its success requires many attempts. This study aims to develop optimization strategies 

to amplify a specific sequence in the AGT gene, to detect the M235T polymorphism 

associated hypertension. 

Materials and methods: Genomic DNA was extracted by column method, and the PCR 

reaction was carried out using special primers, applying different conditions, and PCR 

products were detected using agarose gel electrophoresis. 

Results: The optimized thermal cycler conditions for performing the PCR reaction were: 

initial denaturation (temperature 94 °C, duration 2 min), denaturation (94 °C, 30 sec, 30 

cycles), annealing (60 °C, 30 sec, 30 cycles), extension. (72°C, 30 seconds, 30 cycles), 

final lengthening (72°C, 5 minutes). The optimized concentrations and volumes of reagents 

were as follows: master mix (10 μl), forward and reverse primer (at a concentration of 21 

pmol each), DNA template (at a concentration of 50 ng⁄ μl). 

Conclusion: Adjusting the annealing temperature, primer concentration, and thermal 

cycler conditions had the greatest role in adjusting the PCR conditions, and there was no 

need to make adjustments to the concentrations of other reagents, nor to use additional 

amounts of magnesium chloride or other additives to enhance the reaction. 

 

Keywords: Angiotensinogen gene - hypertension - PCR - optimized conditions- M235T 

polymorphism. 
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 لـ جين ناجح لمحصول عمى أمبميكون PCR لتفاعل المثمى الشروط وضع
 M235T  الشكمي التعدد عن الكشف في لاحقاً  أن يستخدم يمكن الأنجيوتنسينوجين

 
 *فيصل رضوان .د

 **ىيثم يازجي .د

 ***إياس الخير  د.
 ****يس يوسفم

 (2024 / 6 / 0قبل لمنشر في  . 0201/  1/  41تاريخ الإيداع )
 

 ممخّص  
( إجراء حساس ذو تكمفة مادية عالية, ويتطمب نجاحو القياـ بالعديد مف PCRإف تفاعؿ البممرة المتسمسؿ ) الخمفية:

, لمكشؼ AGTالمحاولات, تيدؼ ىذه الدراسة إلى وضع استراتيجيات التحسيف المثمى لتضخيـ تسمسؿ محدد في جيف 
 تر الشرياني.المرتبط بارتفاع التو  M235Tعف التعدد الشكمي 

باستخداـ مشارع نوعية  PCRتـ استخلاص الحمض النووي الجينومي بطريقة الأعمدة, وأجري تفاعؿ  المواد والطرق:
 باستخداـ ىلاـ الآغاروز الكيربائي. PCRخاصة, وبتطبيؽ شروط مختمفة, وجرى الكشؼ عف منتجات 

 2, المدة C° 94كالتالي: التمسخ الأولي )الحرارة  PCRكانت شروط الدوار الحراري المثالية لإجراء تفاعؿ النتائج: 
 C ,30° 72دورة(, الاطالة ) 30ثانية,  C,30° 60دورة(, التمديف ) 30ثانية,  C,30° 94دقيقة(, التمسخ  )

ج أما التراكيز والحجوـ المثالية لمكواشؼ فكانت كالتالي: المزي دقائؽ(. C,5° 72دورة(, الاطالة النيائية ) 30ثانية,
 50)بتركيز  DNAبيكوموؿ لكؿ منيما(, قالب  21ميكروليتر(, المشرع الامامي والعكسي )بتركيز  10الرئيسي )
 ميكروليتر(. ⁄نانوغراـ

كاف لتعديؿ درجة حرارة التمديف وتركيز البوادئ وشروط الدوار الحراري الدور الأكبر في ضبط شروط  الخلاصة:
PCRؿ عمى تراكيز الكواشؼ الأخرى, ولا لاستخداـ كميات إضافية مف كمور , ولـ يكف ىناؾ حاجة لإجراء تعدي

 المغنزيوـ أو الإضافات الأخرى لتعزيز التفاعؿ.
 

الشروط  – PCRالتفاعؿ التسمسمي لمبوليميراز  -ارتفاع التوتر الشرياني -جيف الأنجيوتنسينوجيف الكممات المفتاحية:
 .M235Tالتعدد الشكمي  -المثمى

 CC BY-NC-SA 04سورية, يحتفظ المؤلفوف بحقوؽ النشر بموجب الترخيص  -جامعة تشريفمجمة : حقوق النشر 
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 مقدمة:
(  الإجراء الحاسـ في أبحاث PCR) Polymerase chain reaction يعتبر التفاعؿ التسمسمي لمبوليميراز  

كوف مف مكونات التفاعؿ والخطوات المتبعة البيولوجيا الجزيئية, ويتطمب إنجازه بالشكؿ الفعاؿ وجود معرفة كافية بكؿ م
, فعمى الرغـ مف أف ىذه التقنية ليست معقدة فإنو مف Optimized resultsخطوة بخطوة لتحقيؽ النتائج الأمثؿ 

الصعب اجراء التجربة بشكؿ ناجح مف المحاولة الأولى حيث تتطمب عدة محاولات و إجراء تعديلات عديدة لتحسيف 
ختمؼ الشروط المتبعة وفقاً لتسمسؿ الحمض النووي المستيدؼ, و تتأثر بالعديد مف العوامؿ التي ظروؼ العمؿ, حيث ت

التي تحتوي عمى تراكيز عالية  difficult templates, كما في حاؿ القوالب الصعبة [1]قد تؤثر عمى سير التفاعؿ 
, وتعيؽ عمؿ بوليميراز الدنا مما DNA, والتي ينجـ عنيا تشكؿ بنى ثانوية مستقرة ومعقدة تتداخؿ مع قالب GCمف 

, كما تؤثر الظروؼ التقنية المستخدمة بشكؿ كبير عمى دقة وفعالية [2]يؤدي إلى فشؿ التفاعؿ )تضخيـ غير فعاؿ( 
, شروط الدوار الحراري النتائج بما في  , وتركيز المواد thermocyclerذلؾ )تركيز قالب الدنا, تركيز أيونات المغنزيوـ

 .PCR )[3 ,4]الأخرى المضافة أثناء تفاعؿ 
مما  الجينومي النووي الحمض في التيجيف الحاصؿ بسبب محددة غير لمنتجات تضخيـ PCRقد يحدث أثناء تفاعؿ 

 meltingكما يؤدي استخداـ درجات انصيار مختمفة .المطموب ampliconالأمبميكوف  إنتاج مف يقمؿ قد
temperature (TM )( لزوجي البوادئ إلى حدوث إجياد )التواءStrain  [5]أثناء تمديف البوادئ مع قالب الدنا. 

ارتفاع التوتر الشرياني الآونة الأخيرة عمى دراسة المنشأ الوراثي للأمراض, وكاف  ركزت العديد مف الأبحاث في
Hypertension (HTN )التنوع  مف%  50 -30 عف مسؤولاً  أحد أبرز ىذه الأمراض, حيث يعتبر العامؿ الجيني

, مف بيف ىذه [6]مختمفة  آليات خلاؿ مف تطوير ىذا المرض في جيناً  150 عف ما يزيد و يشارؾ HTN في الحاصؿ
-Renin-Angiotensinمكونات نظاـ الرينيف أنجيوتنسيف ألدوستيروف  تشفر الجينات حظيت تمؾ التي

Aldosterone System ((RAAS تنظيـ في أساسيًا دورًا تمعب مكوناتو أف حقيقة عمى اىتماـ كبير, وىذا يعود إلى 
وحاصرات مستقبلات   للأنجيوتنسيف المحوؿ الإنزيـ مثبطات الذي تمعبوالدور  إلى بالاضافة الدموية, الأوعية توازف

 .[7] الدـ ضغط لارتفاع العلاجية الإدارة الأنجيوتنسيف في
, مف بيف الأسباب الوراثية, [8]عف الطفرات الوراثية التي قد تحدث في الجينات المنظمة لضغط الدـ ( HTN)ينجـ 

الحاصمة في جينات  Single nucleotid polymorphisms ((SNPsكاف لتعدد أشكاؿ النكميوتيدات المفردة 
RAAS ة مف متعدد عوامؿ الأىمية الأكبر, والتي تنجـ عف استبداؿ نكميوتيد طبيعي بآخر طافر, ويعتمد حدوثيا عمى

 .[6]أبرزىا العرؽ.
 الأنجيوتنسينوجيف مركب  Angiotensinogen (AGT) geneالأنجيوتنسينوجيف )مولد الأنجيوتنسيف(جيف يشفر 

Angiotensinogen (AGT والذي ىو عبارة عف بروتيف سكري بلازمي غير متجانس يتـ تصنيعو بشكؿ رئيسي ,)
ات المتسمسمة إما عف طريؽ السبيؿ الإنزيمي الكلاسيكي أو المسارات البديمة. في خلايا الكبد وذلؾ مف خلاؿ الانقسام

يؤدي إلى إعطاء جميع ببتيدات الانجيوتنسيف, ولذا فيو يعكس حالة  فيو, RAASالطميعة الفريدة لػ  AGTيعتبر 
RAAS  [9]بأكممو. 
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, وقد أشارت [8]بب بارتفاع ضغط الدـ عبر عدة آليات في التس AGTتساىـ التعددات الشكمية الحاصمة في جيف 
ىي  2التي تحدث في منطقة الاكسوف  missense mutationsالعديد مف الدراسات إلى أف الطفرات المغموطة 

 .T174M  [10]و  M235Tالأكثر أىمية فيزيولوجية, وأكثرىا شيوعاً ىما النمطاف
 704في الموضع  Tعف استبداؿ النكميوتيد  rs699أو  T704Cالذي يرمز لو أيضاً  M235Tكمي ينجـ التعدد الش

في الموضع  M, يؤدي ىذا بدوره إلى استبداؿ الحمض الأميني الميثيونيف Cمف الاكسوف الثاني بواسطة النكميوتيد 
مع خطر الاصابة بأمراض الشراييف الاكميمية  T, يرتبط وجود الأليؿ T [11]بالحمض البديؿ لو وىو الثريونيف  235

ط مع خطر الاصابة بارتفاع ضغط , كما يرتب[12]بسبب تأثيرات مشتقات الأنجيوتنسيف التي تسبب تصمب الشراييف 
 .RAAS [13 ,14]وتفعيؿ  AGTالدـ بسبب زيادة المستويات البلازمية لػ 

أشكاؿ طوؿ متعدد  تقانة تفاعؿ سمسمة بوليميراز الدناباستخداـ العديد مف التقنيات وأكثرىا شيوعاً   SNPsيتـ تحديد 
  polymerase Reaction chain-Restriction Fragment Length Polymorphism شدؼ الاقْتِطاع

(PCR-RFLP) وتقانات السمسمة ,Sequencing Techniques [15]. 
 

 أىمية البحث وأىدافو:
 أىمية البحث:
لمكشؼ عف الطفرات المسببة للأمراض الوراثية, وىي طريقة مكمفة وحساسة لمغاية وتتأثر بالعديد   PCRتستخدـ تقنية  

مف العوامؿ التي قد تؤثر عمى سير التفاعؿ,  حيث يتطمب نجاحيا العديد مف المحاولات التي قد تكوف فاشمة مما 
 مفة مادية كبيرة.يترتب عميو تك

ف مستوى العالـ,  أحد أبرز الأمراض الوراثية التي تتسبب بعدد كبير مف الوفيات عمىارتفاع التوتر الشرياني يعتبر  وا 
قد يعود ذلؾ إلى التعددات الشكمية التي قد تحدث في الجينات عدد الحالات المستجيبة عمى العلاج منخفض جداً, 

لتضخيـ المنطقة المطموبة مف الجيف ضمف  PCRمب الكشؼ عنيا بداية إجراء تفاعؿ المنظمة لضغط الدـ, والتي يتط
الشروط المثالية لمحصوؿ عمى منتج جيني وحيد واضح, تجرى عميو الاختبارات اللاحقة التي تحدد وجود أو عدـ وجود 

 الطفرة.
 أىداف البحث:

تباعيا لمحصوؿ عمى أمبميكوف ناجح لػ جيف ييدؼ ىذا البحث إلى وضع الاستراتيجيات المثالية التي يتوجب ا
الأنجيوتنسينوجيف, بغية تجنب المحاولات المحبطة والمتكررة والمكمفة لتضخيـ التسمسؿ المعني,  وبيدؼ استخدامو 

 المرتبط بارتفاع ضغط الدـ. M235Tلاحقاً في الكشؼ عف التعدد الشكمي 
 

 طرائق البحث ومواده
راد المصابيف بارتفاع التوتر الشرياني, وذلؾ مف المرضى المراجعيف لمعيادة القمبية في تـ انتقاء أحد الأفالاعتياف: 

الدـ الوريدي  مف مؿ 3-1.5 لمحصوؿ عمى المحاقف المعقمة حيث استخدمت مشفى تشريف الجامعي في اللاذقية,
كمادة مانعة  EDTA عمى أنبوب حاو  لممريض بعد أخذ الموافقة المستنيرة المكتوبة مف قبمو, وتـ وضع الدـ في

لمتخثر,  جرى بعد ذلؾ نقؿ العينة إلى مشفى الأسد الجامعي في دمشؽ في نفس يوـ جمعيا, ليتـ إجراء استخلاص 
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وجميع مراحؿ العمؿ اللاحقة في وحدة البيولوجيا الجزيئية ضمف المخبر المركزي  PCRالحمض النووي واجراء تفاعؿ 
 لمشفى الأسد الجامعي.  

 GF-1, Bloodمف الدـ الكامؿ بطريقة الأعمدة باستخداـ العتيدة  DNAتـ استخلاص الجينومي:  DNAعزؿ 
DNA Extraction kit, Vivantis, Malaysiaالغرفة وفقاً لتعميمات الشركة  حرارة درجة الخطوات في كافة , وأجريت

الى حيف  4-بالدرجة  K يد البروتينازالغرفة, وتبر  حرارة درجة المصنعة. تـ تخزيف الكواشؼ والوقاء المستخدـ في
 إيبندورؼ الناتج  الى أنابيب Template DNAالنووي تـ نقؿ قالب الدنا  الحمض عينات استخلاص الاستخداـ, بعد

 الى حيف الاستخداـ. 20-مؿ والاحتفاظ بيا بالدرجة  1.5 سعة
 260 الموجية وئية لناتج الاستخلاص عند الأطواؿالقياس الكمي لعينة الحمض النووي المستخمص: قمنا بقياس الكثافة الض

 Nanodrop ND-1000الضوئي  الطيؼ مقياس نانومتر, وذلؾ لمحصوؿ عمى تركيز ونقاوة الدنا باستخداـ 280و
spectrophotometer1.9ميكرولتر, وكانت النقاوة /  نانوغراـ 25النووي لمعينة  الحمض ,  بمغ تركيز. 

, وذلؾ بعد Cheng, Jing-Lin et al 2011 [16]جرى استخداـ المشارع التالية حسب دراسة  : تصميـ البادئات )المشارع(
 .Primer3و  Primer- Blast NCBI نوعيتيا وخواصيا باستخداـ برامج  التحقؽ مف

 .'AGA ACT GGA TGT TGC TGC TG-3'  5-(: Forward primerالمشرع الأمامي )
 .'5'-TGC TGT CCA CAC TGG CTC GC-3 (: :Reverse Primerالمشرع العكسي )

  ., دوف أف يتـ إجراء تعديؿ عمييا(يةالجنوب كوريا) Macrogenمف قبؿ ماكروجيف  المشرعات تصميـ تـ
 Eppendorf Nexusباستخداـ جياز الدوار الحراري (: أجري التفاعؿPCRتفاعؿ البوليميراز التسمسمي )

GSX1 thermocycler 2, وعتيدةX ViRed Taq Master Mix, Vivantis, Malaysia   والتي تحتوي عمى
 ب الدنا.جميع مكونات التفاعؿ باستثناء المشارع و قال

حيث قمنا بتعديؿ ظروؼ الدوار الحراري بالتدريج وضبط قدرة البوادئ عمى التمديف   Gradient PCRاعتمدنا في دراستنا عمى
 2X مف خلاؿ تجربة درجات حرارة وأزمنة مختمفة,  وقد تـ استخداـ التسمسؿ السابؽ ذاتو مف البوادئ في كؿ مرة, أما 

ViRed Taq Master Mix ميكرومولار مف  0.4 مى )الحاوي عdNTPs ,3  , مف انزيـ  0.4ميكرومولار مف كمور المغنزيوـ
Taq DNA Polymerase( فقد استخدـ بحجـ وتركيز ثابت منذ بداية التفاعؿ وىو )ميكروليتر( دوف تعديؿ  10, صباغ أحمر

فقاً لمتركيز المطموب, ويتـ إكماؿ الحجـ في لاحؽ,  وبالنسبة لمبوادئ وقالب الحمض النووي فقد جرى استخداميا بحجوـ مختمفة و 
ميكروليتر,  20وذلؾ لموصوؿ إلى حجـ ثابت لمزيج التفاعؿ النيائي وىو  water PCRكؿ مرة باستخداـ كميات متفاوتة مف  

.  كما قمنا باستخداـ بعض الاضافات لتعزيز التفاعؿ مثؿ كمور المغنزيوـ
 ( التالية:6( و )5( و )4( و )3( و )2( و)1راة ضمف الجداوؿ )تـ توضيح الشروط المتبعة في التجارب المج

 (1(: الشروط المتبعة في التجربة )1الجدول رقم )
 PCRشروط برنامج 

cycling conditions for PCR 

 تركيز الكواشف

Reagent concentrations 

Cycle. N Time Temperature Step 

- Mgcl2 1 2 min °C94   
Initial 

Denaturation 

23 30 sec °C94  Denaturation 

23 30 sec °C55  Annealing  ( 24 pmol) Forward primer 

23 30 sec °C72  Elongation  ( 24 pmol) Reverse Primer 

1 7 min °C72  Final Elongation 122)  ng/ ul) Template DNA 
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 (2(: الشروط المتبعة في التجربة )2الجدول رقم )
 PCRوط برنامج شر

cycling conditions for PCR 

 تركيز الكواشف

Reagent concentrations 

Cycle .N Time Temperature Step 

 (4 mM) Mgcl2 1 5 min °C94   
Initial 

Denaturation 

23 40 sec °C94  Denaturation 

23 1 min °C57  Annealing (12 pmol) Forward primer 

23 2 min °C72  Elongation (12 pmol|μL ) Reverse Primer 

1 7 min °C72  Final. Elong  (50 ng/ ul) Template DNA 

 
 (3(: الشروط المتبعة في التجربة )3الجدول رقم )

 PCRشروط برنامج 

cycling conditions for PCR 

 تركيز الكواشف

Reagent concentrations 

Cycle N Time Temperature Step 

 (4 mM) Mgcl2 1 5 min °C94   
Initial 

Denaturation 

23 40 sec °C94  Denaturation 

23 1 min °C58  Annealing  (18 pmol) Forward primer 

23 2 min °C72  Elongation  (18 pmol) Reverse Primer 

1 7 min °C72  Final. Elong (50 ng/ ul) Template DNA 

 
 (4(: الشروط المتبعة في التجربة )4قم )الجدول ر 

 PCRشروط برنامج 

cycling conditions for PCR 

 تركيز الكواشف

Reagent concentrations 

Cycle N Time Temperature Step 

 (4 mM) Mgcl2 1 2 min °C94   
Initial 

Denaturation 

52 30 sec °C94  Denaturation 

52 30 sec °C59  Annealing  (21 pmol) Forward primer 

52 30 sec °C72  Elongation (21 pmol) Reverse Primer 

1 5 min °C72  Final. Elong (50 ng/ ul) Template DNA 

 في التجربة الخامسة تـ ضبط شروط جياز الدوار الحراري كالتالي:
 Initial Denaturation: 94 °C - 2 minutes 

 Denaturation: 94 °C- 30 seconds – 30 cycle 

 Annealing: 60 °C- 30 seconds – 30 cycle 

 Elongation: : 72 °C- 30 seconds – 30 cycle 

 Final. Elong: : 72 °C- 5 minutes 

 عينات, كما يوضح الجدوؿ التالي: 4واستخدمت تراكيز مختمفة مف الكواشؼ عمى 
 (5(: الشروط المتبعة في التجربة )5الجدول رقم )

  Reagent concentrationsتركيز الكواشف 
4 3 2 1  

2.76 mM - 2.76 mM - Mgcl2 

(21 pmol) (21 pmol) (18 pmol) (18 pmol) Forward primer 

(21 pmol) (21 pmol) (18 pmol) (18 pmol) Reverse Primer 

(50 ng/ ul) (50 ng/ ul) (100 ng/ ul) (50 ng/ ul) Template DNA 
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 (6(: الشروط المتبعة في التجربة )6جدول رقم )ال
 PCRشروط برنامج 

cycling conditions for PCR 

 تركيز الكواشف

Reagent concentrations 

Cycle N Time Temperature Step 

- Mgcl2 1 2 min °C94   
Initial 

Denaturation 

52 30 sec °C94  Denaturation 

52 30 sec °C60  Annealing  (21 pmol) Forward primer 

52 30 sec °C72  Elongation  (21 pmol) Reverse Primer 

1 5 min °C72  Final. Elong  (50 ng/ ul) Template DNA 

% باستخداـ جياز رحلاف 1.5( قمنا بالترحيؿ عمى ىلامة الآغاروز bp 98)ذو الطوؿ  PCRلإظيار منتج تضخيـ 
, سمـ قياس الدنا TBE 0.5 X( , بوجود )الدارئة Agarose Gel Electrophoresis (AGEكيربائي عمى اليلاـ 

100 bp DNA ladder..)بروميد الايثيديوـ وصباغ تحميؿ الحمض النووي , 
, حيث استخداـ  ميكروليتر  5جرى حقف سمـ قياس الدنا في البئر الأوؿ, وحقنت العينات في الآبار التالية بترتيب معموـ

إجراء  ميكروليتر مف صباغ التحميؿ, ومزجت بشكؿ جيد ثـ حقنت في الآبار, وتـ 2وأضيؼ لو  PCRتج تفاعؿ مف نا
دقيقة, أجري بعد  35فولط ولمدة  120 الأفقي وذلؾ باستطاعة AGE الترحيؿ الكيربائي عمى اليلاـ باستخداـ نظاـ

 ظيار العصابات.ذلؾ تصوير اليلامة عبر وضعيا في حجرة الأشعة فوؽ البنفسجية لإ
 

 والمناقشةالنتائج 
 :النتائج

ومنتجات  Smeared bands(, لوحظ ظيور عصابات لطاخية AGEفي التجربتيف الأولى والثانية وبعد الترحيؿ عمى )
لثة ولكف مع (, وبدأ ظيور التسمسؿ المحدد المستيدؼ في التجربة الثا2( و )1غير محددة كما يتضح مف الشكؿ )

(, وعند تعديؿ الشروط في التجربة الرابعة حصمنا عمى أمبميكوف وحيد 3استمرار ظيور عصابات إضافية الشكؿ )
(. في التجربة الخامسة جرى الاستقرار عمى ظروؼ الدوار الحراري 4وباىت بالطوؿ المطموب كما يظير الشكؿ )

 bp 98( لنحصؿ عمى منتج وحيد بالطوؿ المطموب 4ا في التجربة )واجراء تعديلات عمى التراكيز التي قمنا باستخدامي
 (.5( كما يتضح مف الشكؿ )3وذو كثافة جيدة في العينة رقـ )

في التجربة السادسة, حيث كانت شروط الدوار   Optimized resultتـ الحصوؿ عمى النتيجة النيائية المثالية 
دقيقة(, التمسخ   2, المدة C° 94)الحرارة  denaturation initialالحراري المستخدمة كالتالي: التمسخ الأولي 

denaturation  الحرارة(94 °C التمديف 30ثانية, عدد الدورات  30, المدة ,)annealing  60)الحرارة °C المدة ,
الاطالة (, 30ثانية, عدد الدورات  30, المدة C° 72)الحرارة  elongation(, الاطالة 30ثانية, عدد الدورات  30

 دقائؽ(. 5, المدة C° 72)الحرارة   elongation finalالنيائية 
ميكروليتر مف المزيج تحتوي عمى  mastr mix  (10أما التراكيز المثالية لمكواشؼ فكانت كالتالي: المزيج الرئيسي 

 Taq DNAوحدة مف انزيـ  0.4مف المغنزيوـ و  Mm 3و  dNTPsمف  Mm 0.4التراكيز التالية: 
polymerase المشرع الامامي ,)primer forward  بيكوموؿ(, المشرع العكسي  21)بتركيزreverse primer 

ميكروليتر(, وكاف حجـ مزيج  ⁄نانوغراـ 50)بتركيز  Template DNAبيكوموؿ(, قالب الحمض النووي  21)بتركيز 
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حاجة لاستخداـ كميات إضافية مف كمور  ميكروليتر(, ولـ يكف ىناؾ 20) final reaction volumeالتفاعؿ النيائي 
 المغنزيوـ لتعزيز التفاعؿ.

 وىو ذو كثافة جيدة. bp 98( الأمبميكوف المثالي المطموب بطوؿ 6يوضح الشكؿ )
 

 
(: نتيجة الرحلان الكيربائي عمى ىلام الإغاروز 1الشكل)

(AGE) ( 1في التجربة) 
ر , وتشيDNA ladderالى سمم الدنا  Mيشير الرمز 

 .الأسيم البيضاء إلى الأشرطة المطاخية

 
 (2في التجربة )(: نتيجة الرحلان الكيربائي 2الشكل)

الى سمم  Mيشير الرمز , يشير القوس الى العصابات المطاخية الباىتة
 .الدنا

 
في  (AGE(: نتيجة الرحلان الكيربائي عمى )3الشكل)

 (3التجربة رقم )
كان ارتحال العينة الاولى إلى م (2)و (1)تشيرالأرقام 

بالاسيم  bp 89ذو الحجم  PCRوالثانية, يشار الى منتج 
الأسيم الحمراء الى الخطوط المطاخية غير  البيضاء , تشير

 النوعية ذات الكثافة العالية
 

 
في التجربة رقم  (AGEنتيجة الرحلان الكيربائي عمى ) (:4الشكل )

(4) 
يشار  bp 89حيدة بحجم بشكل عصابة و  PCRظيور منتج يوضح 

 100 الطولمعصابة ذات ل بشكل موازالييا بالسيم الأبيض, وتظير 
bp ( في سمم الدناM) 
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في  (AGEنتيجة الرحلان الكيربائي عمى )(: 5الشكل )

 (5التجربة )
 PCR(: يشير السيم الاخضر الى منتج 1في المريض )

ضى الاصمي مع ظيور عصابة اضافية بالاسفل, في المر 
بأسيم بمون أزرق مع  pcr(:  يشار الى منتج 4و  2)

(: 3)وجود العديد من الأشرطة المطاخية, في المريض رقم 
وحيد ناجح وواضح  PCRيشير السيم الأحمر إلى منتج 

 .bp 89بحجم 

 
 (6في التجربة ) (AGEنتيجة الرحلان الكيربائي عمى )(: 6الشكل )

بشكل عصابة وحيدة  PCRاعل تظير النتيجة المحسنة المثالية لتف
لدى المرضى  bp 89واضحة ذات كثافة عالية بالحجم المطموب 

 الثلاث.

 المناقشة:
أداة لا غنى عنيا لمباحثيف في جميع أنحاء العالـ, وعمى الرغـ مف استخدامو عمى نطاؽ واسع في العديد  PCRيعتبر 

جراء العديد مف مف المشاريع البحثية لأكثر مف ثلاثة عقود, إلا أف إنجاز  ه بشكؿ ناجح يتطمب الكثير مف الصبر وا 
 PCRالمحاولات التي قد تكوف فاشمة, كما أف الكواشؼ المطموبة لاجرائو باىظة الثمف و الأدوات المطموبة لتنقية 

, وفي ىذا البحث تمت مناقشة الاستراتيجيات المثالية التي [3]ليست اقتصادية وغير متوفرة في جميع المختبرات 
 يتوجب اتباعيا لمحصوؿ عمى أمبميكوف ناجح لػ جيف الأنجيوتنسينوجيف. 

موث مف أي حمض نووي في بيئة المختبر, وذلؾ بالعمؿ ضمف قمنا في ىذه الدراسة باتخاذ التدابير الكافية لتجنب الت
 والمعدات المجيزة بمصباح أشعة فوؽ بنفسجية, وتطيير الطاولة laminar flow cabinetحجرة التدفؽ الصفحي 

, واتخاذ إجراءات التشغيؿ القياسية والتي تتضمف استخداـ الممصات المجيزة برؤوس %70 إيثانوؿ بواسطة محموؿ
 [3], وارتداء قفازات مخبرية جديدة Fillter tipsمفمترة 

%(, 65% الى 50) GC, وذات محتوى مقبوؿ مف bp 20كانت المشرعات المصممة لمدراسة بطوؿ مناسب 
لكلا المشرعيف الذي يعزز ربط المشرع إلى قالب الدنا ويمنع الاقتراف  33في النياية  GC-Clampبالإضافة إلى وجود 

 .[17]الخاطئ 
 Melting اعتباراً مف درجة انصيار البوادئ Annealing Temperature (Ta) تـ حساب درجة حرارة التمديف

Temperature ((TM [3] ,(  حيث تـ البدء بدرجةTa تعادؿ )55 °C وبتطبيؽ عدد دورات كبير وتركيز ,
القالب, لـ نحصؿ عمى التسمسؿ المستيدؼ ولوحظ وجود عصابات لطاخية عاؿ مف الحمض النووي 
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Smeared bands   ومنتجات غير محددة قد يعود ذلؾ إلى ارتباط البوادئ بشكؿ غير مكتمؿ أو انخفاض
حرارة التمديف التي تؤدي إلى ارتباط غير نوعي لمبوادئ أو بسبب زيادة عدد الدورات أو زيادة تركيز قالب 

 تراكيز كؿ مفلمتغمب عمى ذلؾ قمنا في التجربة الثانية بزيادة أزمنة التمسخ والاطالة والتمديف, وانقاص الدنا, 
وكذلؾ إضافة كميات إضافية  درجة مئوية, 57, وزيادة درجة حرارة التمديف الى والبوادئ قالب الدنا المضاؼ

وط المطاخية ولكف بكثافة أقؿ مف التجربة لوحظ بعد الترحيؿ وجود الخط مف كمور المغنزيوـ لتعزيز التفاعؿ,
 الأولى, أيضاً لـ نحصؿ عمى منتج واضح في المنطقة المطموبة, لذا كاف لابد مف المزيد مف التعديلات.

في التجربة الثالثة قمنا بتحضير قسامة جديدة مف البوادئ تلافياً لاحتماؿ وجود تموث, بالاضافة إلى زيادة تركيز 
بشكؿ عصابة باىتة بطوؿ  PCRدرجة مئوية, لوحظ بدء ظيور منتج  58, ورفع حرارة التمديف إلى البوادئ المستخدمة

98 bp  مع استمرار ظيور أشرطة لطاخية بكثافات متفاوتة, وتسمسلات غير مستيدفة قد ينجـ ذلؾ عف عدد الدورات ,
في خفاض انتاج الأمبميكوف, لذا قمنا الكبير وزيادة زمف التمسخ الذي قد يؤدي تمسخ بوليميراز الحمض النووي وان

وحيد  PCRالتجربة الرابعة بتخفيض عدد الدورات, وانقاص زمف التمسخ, وزيادة حرارة التمديف, لوحظ ظيور منتج 
جراء التعديلات عمى قيـ التراكيز bp 98باىت بحجـ  , واعتباراً مف ىذه التجربة قمنا بتثبيت شروط الدوار الحراري وا 
 60يف فقط لزيادة كثافة ووضوح الأمبميكوف, حيث قمنا في التجربة الخامسة بزيادة درجة حرارة التمديف إلى وحرارة التمد

مرضى, وحصمنا عمى النتيجة  4درجة مئوية, واستخداـ تراكيز مختمفة مف البوادئ وقالب الدنا وكمور المغنزيوـ عمى 
 , بدوف ظيور عصابات اضافية.bp 98ب المحسنة المثالية, بشكؿ منتج وحيد واضح وبالحجـ المطمو 

في التجربة السابقة, ولكف مع الاستغناء عف كمور  3في التجربة السادسة تـ تطبيؽ الشروط ذاتيا لدى المريض رقـ 
, وحصمنا عمى تجربة ناجحة مماثمة حيث اتضح أنو لا داع لممواد المضافة في ىذه التجربة.  المغنزيوـ

وذلؾ باستخداـ تسمسلات مختمفة  AGTكشؼ عف التسمسؿ السابؽ المستيدؼ ضمف جيف قاـ العديد مف الباحثيف بال
المستخدـ,   PCRمف البوادئ وشروط وتراكيز مختمفة, إلا أف ىذه الدراسات لـ تعني بتحديد الشروط المثمى لتفاعؿ 

 2015عام  وزملاؤه Vana Kolovouولـ تكف مرفقة بصور توضح  مدى نجاح الأمبميكوف الناتج, ففي دراسة أجراىا 

و المشرع  ’CCGTTTGTGCAGGGCCT GGCTCTC -3-’5تم استخدام التسلسل التالي للبوادئ: المشرع الأمامي

, C° 95التمسخ الأولي )الحرارة وكانت شروط الدوار الحراري  ’CAGGGTGTCCACACTGGCTCG-3-’5العكسي 
 30, المدة C° 55(, التمديف )الحرارة 30, عدد الدورات ثانية 30, المدة C° 95دقيقة(, التمسخ  )الحرارة  5المدة 
 7, المدة C° 72دورة(, الاطالة النيائية )الحرارة  30ثانية,  30, المدة C° 72دورة(, الاطالة )الحرارة  30ثانية, 

, وفي [13]دقائؽ(, حيث اختمفت درجة حرارة التمديف والشروط المستخدمة بسبب اختلاؼ تسسمسؿ البوادئ المستخدمة 
استخداـ التسمسؿ ذاتو مف البوادئ في تجربتنا وآخروف فقد تـ  JING-LIN CHENG دراسة أجريت في الصيف مف قبؿ

ثانية(,  44, المدة C° 92دورة  لكؿ مف التمسخ )الحرارة  35مع اختلاؼ في الشروط المستخدمة حيث تـ تطبيؽ 
 72ثانية(, الاطالة النيائية )الحرارة  90, المدة C° 72ثانية(, الاطالة )الحرارة  40, المدة C° 55التمديف )الحرارة 

°C,  ميكروليتر دوف أف يتـ ارفاؽ صور توضح نجاح تفاعؿ  50دقائؽ( مع حجـ مزيج تفاعؿ نيائي  10المدة
PCR [16], أو اجراء تحسيف لمشروط, وكانت الشروط المتبعة في التجربة مختمفة عف تمؾ المستخدمة في دراستنا ,

في العديد مف الدراسات الأخرى كتمؾ التي أجريت في اثيوبيا  AGTلمكشؼ عف  PCRكما تفاوتت شروط تفاعؿ 
 .[21-18]ولبناف ومصر والأردف 
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 الاستنتاجات والتوصيات:
 الاستنتاجات: 
المجرى لتضخيـ التسمسؿ المستيدؼ في  PCRكانت العوامؿ الأىـ لتحديد الظروؼ المثمى لتفاعؿ وفقاً ليذه الدراسة 

AGT30درجة مئوية لمدة  60اط البوادئ بقالب الدنا والتي بمغت , ىي تحديد درجة حرارة التمديف المثمى اللازمة لارتب 
بيكوموؿ, بالاضافة  21ثانية, بالاضافة إلى زيادة تركيز البوادئ المستخدمة حيث لـ تنجح التجربة بالتراكيز الأقؿ مف 

 رى أو, ولـ يكف ىناؾ حاجة لإجراء تعديؿ عمى تراكيز الكواشؼ الأخالى ضبط شروط الدوار الحراري الأخرى
كافية لإنجاز التفاعؿ  Master Mixلاستخداـ كميات اضافية مف كمور المغنزيوـ حيث كانت كميتو الموجودة ضمف 

 بالشكؿ الأمثؿ.
 التوصيات:

الحاوي عمى عدة كواشؼ بتراكيز محددة في محموؿ واحد والتي  ViRed Taq Master Mixاستخداـ ب نوصي -1
, انز dNTPsتضـ )  (, حيث كانت التراكيز المستخدمة ضمنو كافية Taq  Polymeraseيـ , كمور المغنزيوـ

لتضخيـ التسمسؿ المطموب, مما ساىـ في سيولة العمؿ وتوفير الجيد مقارنة فيما إذا استخدمت ىذه الكواشؼ في عدة 
 محاليؿ منفصمة كؿ عمى حدة.

أو ألبوميف المصؿ البقري   (DMSO) لا داع لاستخداـ  معززات التفاعؿ الأخرى مثؿ ثنائي ميتيؿ سمفوكسيد -2
(BSA)  .أو غيرىا 
مختمؼ المستخدـ لمكشؼ عف  PCRإجراء أبحاث مستقبمية أخرى تعني بدراسة طرؽ التحسيف المثمى لتفاعؿ  -3

الجينات المرتبطة بارتفاع ضغط الدـ, ليتـ استخداميا لاحقاً بدراسة التعددات الشكمية الأكثر شيوعاً في المجتمع 
 ي. السور 
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