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   الخلاصة

، جمعت من أجزاء متفرقة مـن الجـسم         ورمية مختلفة  ات عين عشرةقيست فعالية إنزيم التيلومريز ل    

وذلك من عدة مستشفيات ومراكز بحثية في بغداد لغرض قياس فعالية إنـزيم التيلـومريز ومـدى علاقتهـا                   

   .بتشخيص وجود السرطان في هذه العينات

 ـ         لتا اتتقنياللأجل تأكيد نتائج      ELISAقليدية المعتمدة في قياس فعالية إنزيم التيلومريز كتقنيـة الـ

لأخرى المستخدمة  ا اتتقنيال تأكيد نتائج    أمكن .الأكريلامايد تقنية الترحيل الكهربائي في هلام متعدد        استخدمت

 ـ       الأكريلامايد في هلام متعدد     في الكشف عن إنزيم التيلومريز     ا بـين    لبعض العينات بطريقة تم التفريـق به

 والعينات ذات النتيجـة     ،الأخرىتقنية  ال والتي تعكس الشكل الحقيقي لنتائج       credible اقيةالعينات ذات المصد  

  . والتي ربما نتجت بسبب عمليات ازدواج البواديءfalse negative results الكاذبة
 

Abstract 
Telomerase activity was measured for 10 different tumor specimens have been 

collected from diverse parts of the body from several hospitals and research centers in 
Baghdad to evaluate telomerase activity and to know how much it correlated with 
diagnosis of cancer in these specimens. 

To make sure of the results of another techniques, gel electrophoresis 
technique in polyacrylamide gel for some specimens have been used. The results of 
another techniques used to detect telomerase activity have emphasized in 
polyacrylamide for some samples in somehow to differentiate between credible 
samples which reflect the real form of the results of another techniques, and false 
result samples which might be produced by primer dimmer formation.      

  المقدمة
تستخدم  والتي reverse transcriptase ـ بوفة إلى صنف الإنزيمات المعر التيلومريزيرجع إنزيم 

وجـد بـأن إنـزيم    . )Nugent & Lunbdlad, 1998; Lundblad, 1998( الرنا كقالب لتخليـق الـدنا   

نا وبروتين ، والذي يستغل تسلـسلات       ر معقد بروتيني رايبونووي ، أي يتكون من         نالتيلومريز هو عبارة ع   

ا التيلومرية، وذلك من خـلال  لتسلسلات الدن  de nove synthesis الآني خليقنا التابع له كقالب للترجزء ال

 الغني بالكوانين هو    وءإن النت . ′3 إلى ′5 باطه ببادئ الدنا، والذي به تضاف التكرارات التيلومرية بالاتجاه        تإر

     ).Chatziantoniou, 2001(البادئ الأكثر كفاءة وذلك بسبب تميزه من قبل التيلومريز 
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إن تحليل  . TTAGGGالتيلوميرية  ت طويلة من التكرارات     لأنزيم التيلومريز القدرة على إضافة امتدادا     

 في  TTAGGGالتسلسل المباشر لنواتج تفاعل إنزيم التيلومريز للإنسان أوضحت بأن التسلسل المضاف هو             

  . تكرارا75ً-70كل الحالات، وتحت الظروف المثالية يتمكن إنزيم التيلومريز من تخليق 

تمييز البادئ ، إضافة النيوكليوتيدات ، والانتقـال مـن          : ئيسة هي   إن آلية تفاعل إنزيم التيلومريز الر     

 فعالية إنـزيم    لاختبار أول من قام بتطوير فحص       1994 وجماعته سنة    Kimووفقاً لذلك كان    . مكان إلى آخر  

 telomericوالذي يدعى ببروتوكول تـضخيم التكـرار التيلـوميري    ، التيلومريز في المستخلصات الخلوية

repeat amplification protocol (TRAP) ، حيث استخدمKim باديء مكمل للمكـون  1994 وجماعته 

RNA   إطالة تتم له عملية     الإنزيموالذي عند وجود    ،  التيلومريز إنزيم في elongation ،    ويتم التضخيم فـي

لـذاتي   ا الإشـعاعي ويكشف عن النتائج باستعمال تقنية التـصوير        ، PCRتقنية تفاعل سلسلة بوليمريز الدنا      

autoradiography ، ولكن وجد بعد ذلك)Swant et al., 1997 (  بان هذه التقنية مستهلكة للوقت وخطرة

 ـ(لذا تم استخدام تقنيات أخرى      ، ومعقدة  هنالك بعض النـواتج الـسالبة أو        أنولكن وجد   ، )ELISAكتقنية ال

ما كان من المهـم الكـشف عـن إنـزيم            ول ، أي تقنية بمفردها الكشف عنها     لا تستطيع الموجبة الكاذبة والتي    

لذا نسبة حدوث الخطـأ فـي التقنيـات         ، التيلومريز باعتباره واسم عام للأعم الأغلب من الأورام السرطانية        

تضطلع بهـذا الـدور     لابد من وجود تقنية أخرى       ولهذا ف  .الكاشفة عن الأنزيم تقلل من أهمية هذه الفحوصات       

فعلى الرغم من عدم     .ات الأخرى المستعملة في الكشف عن إنزيم التيلومريز       الذي يتعلق بالتأكد من نتائج التقني     

 وذلـك لعـدم   Telomerase PCR  ELISA ـالتقنية الكشف عن إنزيم التيلومريز بواسطة خطورة فحص 

استخدام التعليم الإشعاعي وحساسية هذا الفحص الكبيرة التي وصلت إلى الحد الذي يمكن به  تشخيص فعالية                 

فقـد  ). Sawant et al.,1997( مايكروغرام لكل فحـص  0.02التيلومريز حتى عند تراكيز بروتينية إنزيم 

 بان الطرائق غير إلاشعاعية من المعروف بأنها اقـل حـساسية مـن              1999 وجماعته سنة    Ferlicotأشار  

ة كشف لاحقـة    الطرائق الإشعاعية، بالرغم من سهولة التعامل معها حيث إن هذه الطريقة تتمثل بإضافة خطو             

 يزيـد التخـصص ويقلـل    DIGللتكرارات سداسية النيوكليوتيدات باستخدام مجس متخصص معلـم بمـادة     

 telomeric repeat بان الفشل التقنـي فـي فحـص    2002 وجماعته سنة Cheahكما أوضح . الحساسية

amplification protocol (TRAP) نتـائج موجبـة   لا يمكن استبعاده بشكل كامل، وذلك لاحتمالية وجود 

 ـ             ، لذا أخـضعت    ELISAكاذبة وسالبة كاذبة فلابد من وجود تقنية الترحيل الكهربائي للتأكد من نتائج تقنية ال

 ـ  بوساطة الترحيل  ) الكشف عن فعالية إنزيم التيلومريز    ( في هذه الدراسة إلى الكشف عنها        PCRنواتج تقنية ال

   . الأكريلامايدالكهربائي في هلام متعدد 

  د وطرائق العملالموا
ليرموك ومستشفى الكرامة الكائنين في     امستشفى    عينات ورمية مختلفة من    عشرةجمعت  :  جمع العينات  -1

حطمـت أغـشية    .  والثدي والأوعية اللمفاوية والقولون والثايموسـية       والتي شملت كل من المثانة     ،بغداد

ام النبذ المركزي تـم الحـصول   وباستخد،  CHAPS lysis buffer (Roche)الخلايا باستخدام داريء 

  . درجة مئوية تحت الصفر80على مستخلصات الخلايا التي خزنت فورا بدرجة حرارة 

 Roche المجهز مـن شـركة       P1-TSأضيف باديء   : PCR تفاعل التيلومريز والتضخيم بتقنية الـ       -2

 لمـدة نـصف     ْم 37  التيلومريز إلى مستخلصات الخلايا بدرجة حرارة      لإنزيموالذي يعمل كمادة تفاعل     

عرضت العينات  .  تكراراته التيلوميرية المترادفة   إضافة التيلومريز القيام بعملية     لإنزيمساعة ليتسنى فيها    
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 reverse كباديء معـاكس   أيضاRoche من شركة زجهم الP2 باستخدام باديء PCR دورة 31 إلى

primerفي عملية التضخيم .  

                   %)10 (الأكريلامايدفي هلام متعدد الكشف بوساطة الترحيل الكهربائي  -3

  . مع تحويرات بسيطة1989  وجماعتهSambrook  المتبعة من قبلالإجراءاتاستخدمت نفس  

 مايكروليتر من نواتج تقنيـة  20 كل إلى loading buffer مايكروليتر من دارئ التحميل 5 أضيف -1

  .PCRالـ

ة بشكل جعلها أقرب ما تكون إلى حجم الحفرة القياسـية           قصت أوراق واتمان معقمة بجهاز المؤصد      -2

صبت العينات عليهـا      تقريباً ،   ووضعت على الهلام بنفس المكان الذي توضع فيه الحفرة القياسية         

 .بشكل جعلها تتشبع بمحلول الدنا تماماً  

 TBE بعد ترطيبها بـدارئ  Whatman filter paper وضعت حزمة من أوراق الترشيح واتمان -3

X0.5                على كلا جانبي الهلام بشكل متساوي بحيث جعلها تتصل بالهلام من جهة وبمـستودع دارئ 

TBE X0.5من جهة أخرى . 

 سانتميتر  10 -12 فولت في هلام أفقي طوله       85أجري الترحيل الكهربائي باستخدام فولتية مقدارها        -4

 . الهلاممن طول% 75لمدة ثلاث ساعات أو إلى أن تصل صبغة التحميل إلى حوالي 

 : تصبيغ الهلام -5

:A  الاثيديوم التصبيغ بصبغة بروميد) Wilkinson, 2000(  

إلى مستودع مناسب يحتوي على ماء مقطر ،        ) مل/  ملليغرام   10( أضيفت كمية مناسبة من الصبغة       -1

  .مزجت الصبغة بالماء المقطر 

 10 الصبغة فوق الهلام بقدر       وضع الهلام في المستودع بصورة يراعى فيها أن يكون ارتفاع محلول           -2

  . دقيقة 30مليمتر ، ترك لمدة 

   دقيقة في الماء المقطر المزالة أيوناته بدرجة حرارة الغرفة 20-30 أزيل التصبيغ لمدة -3

B:  التصبيغ بنترات الفضة)Stift et al., 2003(  

إلـى  ) benzene sulphonic acid (5× مليلتر من محلول التثبيت الخـزين  100أضيف :  التثبيت -1

، وضع الهلام على مشبك ماسك الهلام في حاوية تصبيغ الفضة وأضيف            % 24 مليلتر ايثانول    400

 10 ، غطي الهلام وهزت الحاوية برفق بشكل دائري لمـدة            1× مليلتر من محلول التثبيت      500إليه  

  ).يان لليلة كاملة ترك بعض الأح( لمدة ساعة على الأقل 1×ترك الهلام في محلول التثبيت  دقائق،

            مليلتـر مـن محلـول الفـضة        500كليـاً ، أضـيف      ) 1×(أزيـل المحلـول المثبـت       :  التصبيغ   -2

(silver nitrate) بعد تخفيفه لخمسة مرات إلى حاوية تصبيغ الفضة بحذر وغطيت الحاوية وهزت 

  . دقيقة 30-40 دقائق ، ترك الهلام بمحلول التصبيغ لمدة 10برفق لمدة 

أيوناتـه ، هـزت       مليلتر من الماء المقطر المزالة     500أزيل محلول التصبيغ كلياً ، أضيف       :  الغسل   -3

  . ثانية 50-60حاوية التصبيغ لمدة 

) 5× (الـصوديوم  مليلتر من محلـول كاربونـات        100أزيل محلول الغسل بسرعة ، أخذ       :  التظهير   -4

 مليلتر مـن محلـول فورمالديهايـد      1وناته ، أضيف     مليلتر بالماء المقطر المزالة أي     500وأكمل إلى   

والذي يتألف من    ()1×(إلى محلول التظهير  % 2 مليلتر من محلول ثايوسلفات الصوديوم       1و%) 37(

، %)37(محلـول الفورمالديهايـد     ،  محلول كاربونات الصوديوم  : خلط ثلاث محاليل بنسب مختلفة      
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لى الهلام مباشرة ، غطيت حاوية تصبيغ الفضة         الذي سكب ع   %) )2(ومحلول ثايوسلفات الصوديوم    

دقائق بدرجة حـرارة     4-10ت برفق مع مراعاة فتح غطاء الحاوية بين الفنية والأخرى ولمدة            وهز 

  .الغرفة أو لحين رؤية تطور معقول لحزم الدنا

) 1×(حال الحصول على الصورة المرغوبة أزيل محلول التظهيـر  : ) Leite et al.,2001( الإيقاف-5

 37.5 مليلتر ماء مقطـر إلـى        462.5والمتكون من أضافة    (  مليلتر محلول الإيقاف     500وأضيف  

وبسرعة كبيرة إلى الهلام بدرجة     ْ   م   4والبالغة درجة حرارته    % ) 99مليلتر حامض الخليك المطلق     

   . ساعة 24 لمدة ْ م4حرارة 

 مليلتـر   120المحضر باضافة    (لحفظ مليلتر من محلول ا    400سكب محلول الإيقاف ، أضيف      : الحفظ  -6

  .ْ م4 وحفظ بدرجة حرارة )خلات الصوديوم % 25 مليلتر 60كليسرول إلى  % 50

  النتائج والمناقشة
إذ ) 1شـكل (جوة على الرغم من سـهولته             لم يعط التصبيغ بصبغة بروميد الاثيديوم النتائج المر         

هر سلم لامتداد إنزيم التيلومريز ممثل بسته أزواج        ظهر المسار بشكل يشبه المسحة وكان من المفترض إن يظ         

  .والتي يصنعها إنزيم التيلومريز ترادفيا، ) Kim  et al., 1994(قاعدية لكل حزمة من هذا السلم 

لم تكن حساسية صبغة بروميد الاثيديوم كافيـة لتـصبيغ الـسلم التيلـوميري حيـث لـم يكـشف                      

Bosserhoff    ه الصبغة عن فعالية إنزيم التيلومريز لمستخلص خلوي لمئة          باستعمال هذ  1997 وجماعته سنة

خلية سرطانية جلدية، وأشارت دراسات أخرى إلى إن أفضل طريقة لتصبيغ السلم التيلوميري هـي طريقـة                 

الوسم الإشعاعي بدلا من صبغة بروميد الاثيديوم بسبب توفر الوسم الإشعاعي بالفوسفات ذو الحساسية العالية               

 Bodner et al.,1998; Bednenko et al., 1997;Albanell et al.,1999; Allsopp et) جـدا 

al.,2003 (                  ولكن وعلى الرغم من تميز صبغة الفضة بأجرائتها الطويلة وتعقيدها إلا أن لها القـدرة علـى ،

بينما وصلت حساسية التـصبيغ  ) . Torre et al., 2002(الكشف عن فعالية الإنزيم بصغر عشر خلايا فقط 

). Kim  et al., 1994(إلى خلية واحدة فقط من مئـة ألـف خليـة    P32بالتعليم الإشعاعي بالفوسفات المشع 

 في تصبيغ الـسلم التيلـومير        الوسم وبسبب عدم توفر الوسم الإشعاعي وعدم توفر صبغات لها نفس مقدرة          

فـضل  ) PicGreen )Wege et al.,2003;Gelmini et al., 1997  وصبغة SYBR Green1كصبغة 

ازدواج الترحيل الكهربائي في هلام متعدد الاكريلامايد مع التصبيغ بالفضة بشكل محـدد، بـسبب توفرهـا                 

               هذا واستخدم عدد مـن  ). Caetano-Anolles & Torgiano, 1984(وامتيازها بقوة فصل وحساسية عالية 

 ــ                            ي هـلام متعــدد الاكريلاميــد  البـاحثين هــذه الـصبغة فــي تـصبيغ الــسلم بعـد ترحيــل تقليـدي ف

)Yu et al., 2001; Torre et al., 2002 .( لذلك كانت هنالك حاجة ماسة لتطبيق صبغة الفضة على نتائج

وعند استخدام التصبيغ بالفضة لوحظ بأن مسارات الترحيل مشابه للمسحة أيضا بدلاً من أن              . إنزيم التيلومريز 

والتي من الممكن مشاهدة بدايات تكوين هذا السلم في         ) 1(هة للسلم ما عدا عينة سرطان الثدي رقم       تكون مشاب 

  ). 2شكل) (8(مسارها رقم 
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 الأكريلامايـد يوضح التكرارات التيلوميرية المخلقة بوساطة إنزيم التيلومريز المرحلة على هلام متعـدد              :)1(شكل  

) من طول الهـلام   % 75 لمدة ثلاث ساعات أو إلى أن تصل صيغة التحميل إلى حوالي              فولت 85استعملت فولتية قدرها    ( (10%)

 تـدل علـى     - والإشارة   RNase  للرنا للتدل على العينات المعاملة بالإنزيم المح     + الإشارة  (والمصبوغة بصبغة بروميد الاثيديوم   

  . ) للرناللالعينات غير المعاملة بالإنزيم المح

  )Roche المجهزة من شركة خلايا الكلية(للسيطرة الموجبةنموذج دنا : 1مسلك رقم 

   )التحللي CHAPS دارىء(نموذج دنا للسيطرة السالبة: 2مسلك رقم  

   )1عينة رقم (نموذج دنا لسرطان الثدي: 3مسلك رقم 

   نموذج دنا لسرطان المثانة: 4مسلك رقم 

   )2عينة رقم (نموذج دنا لسرطان الثدي: 5مسلك رقم 

  نموذج دنا لسرطان القولون: 6مسلك رقم 

  

 تعرض هذا الترحيل لعدة صعوبات عملية حيث لم تكمن المشكلة باستخدام  صـبغة الفـضة ولا           لقد

حتى صبغة بروميد الاثيديوم بالدرجة الأولى وإنما تكمن في ظروف الترحيل الكهربائي فـي هـلام متعـدد                  

لتيلومريز هنا مناسبة حيث استخدم جهاز الترحيـل        ، فلم تكن معظم ظروف ترحيل نواتج إنزيم ا        الأكريلامايد

علما بان المواد المستخدمة ). Janson, 1998(اقل من نظيره لعمودي الكهربائي الأفقي وهذا يوفر قوة فصل 

  .   وظروف الترحيل لم تكن جيدة إطلاقاالأكريلامايدفي تحضير هلام متعدد 

بيغ الهلام إلا أن مجـرد ظهـور إشـارة أو           لكن على الرغم من عدم ظهور سلم تيلوميري عند تص         

والذي دعم ايجابية النتائج هو خلو المـسارات  ). ELISA) Leite et al., 2001عدمها يؤكد نتائج تقنية الـ 

الممثلة للعينات المثبطة بالإنزيم المحطم للرنا من أية حزمة دلالة على تحطم الرنا التابع لإنـزيم التيلـومريز                  

، وبالتالي لم يحدث هنالك أي امتداد ولم تظهر أية حزمة فـي  )MacNamara et al., 2001(بهذه المعاملة 

كما أن بعض نتـائج تـصبيغ الـسلم    ). Wei et al., 2000(مسارات العينات المثبطة بالإنزيم المحطم للرنا 

 متعـدد  التيلوميري حتى بالتعليم الإشعاعي لم تكن مشابه للسلم بالمعنى الـدقيق عنـد ترحيلهـا فـي هـلام              

  الاكريلامايــــد وإنمــــا هــــي اقــــرب للمــــسحة منهــــا للــــسلم التيلــــوميري 

) Boldrini et al., 2003; Nozaki et al., 2000    .(  
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يوضح التكرارات التيلوميرية المخلقة بوساطة إنزيم التيلومريز المرحلة على هلام متعـدد الاكريلامايـد               :)2(شكل  

) من طول الهلام% 75 لمدة ثلاث ساعات أو إلى أن تصل صيغة التحميل إلى حوالي  فولت85استعملت فولتية قدرها (  (10%)

 تدل على العينات غير المعاملة      - للرنا والإشارة    للتدل على العينات المعاملة بالإنزيم المح     + الإشارة  ( والمصبوغة بصبغة الفضة  

   ) للرناللبالإنزيم المح

   )Roche المجهزة من شركة لايا الكليةخ(نموذج دنا للسيطرة الموجبة: 1مسلك رقم 

   )التحللي CHAPS دارىء(نموذج دنا للسيطرة السالبة: 2مسلك رقم 

  نموذج دنا لسرطان الأوعية اللمفاوية لنسيج غير متكلس: 3مسلك رقم 

  نموذج دنا لسرطان الأوعية اللمفاوية لنسيج متكلس: 4مسلك رقم  

   لثايموسيةنموذج دنا لسرطان الغدة ا: 5مسلك رقم  

   نموذج دنا لسرطان المثانة: 6مسلك رقم 

   )1عينة رقم (نموذج دنا لسرطان الثدي: 7مسلك رقم 

  )2عينة رقم (نموذج دنا لسرطان الثدي: 8مسلك رقم 

  

 هي عينة تم false positive resultsوالممثلة للنتيجة الموجبة الكاذبة ) 7(كما أن نتيجة عينة رقم   

الظروف المستخدمة في ترحيل العينات الموجبة لأنزيم التيلومريز ولم تعط الهيئـة التـي              ترحيلها بنفس تلك    

أعطتها العينات الموجبة الحقيقية سوى حزمة واحدة لكل مسار قد تمثل ازدواج البوادىء ببعضها كمـا فـي                  

  ). 3(الشكل

ي فقد أعطت نتيجـة     فيما يخص هذه العينة والممثلة بورم المثانة الحميد حسب التشخيص السايتولوج          

حيث لوحظ تقارب النتيجتين للعينة الغير معرضة للتثبيط مع تلك المعرضـة للتثبـيط،     ) 3شكل  (غير منطقية   

حيث كانت قيمة قراءة العينة غير المعرضة للتثبيط مقاربة في قراءتها  للعينة المعرضة للتثبيط بنفس الطول                 

 ـ  الموجي،  لذا تم القيام بتحليل النتيجة المستح   باسـتخدام الترحيـل   ELISAصل عليها بوسـاطة تقنيـة الـ

الكهربائي التقليدي في هلام متعدد الاكريلامايد لغرض التحري عن السبب، فلوحظت حزمتين متقاربتين لكل              

لعـل  . من العينتين المعرضة وغير المعرضة للتثبيط ، أي أن المسارين الممثليين بحزمة واحدة فقط لك منهما   
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 وجماعته سـنة  Krupp ، فقد أوضح كل من primer dimerنتجت بسبب ازدواج البواديء هذه الحزمة قد 

 للباديء  ′3  بشكل منفصل بأن هنالك احتمالية واردة بارتباط النهاية        1998 وجماعته سنة    Falchetti و   1997

P1-TS مع الباديء المعاكس  P2 فيعمل عليهما إنزيم Taq polymerase   ليولـد نـواتج PCR ،صـنعية  

  ).Kim & Wu, 1997(وبالتالي حدثت عملية تضخيم وهمية أدت إلى نتائج موجبة كاذبة

  

  
  

 - للرنا والإشارة للتدل على العينة المعاملة بالإنزيم المح+ الإشارة (، يوضح مسارين لعينة ورم المثانة الحميد :)3(شكل 

استعملت فولتية قدرها ( (%10)هلام متعدد الأكريلامايد رحيلها في  والتي تم ت) للرناللتدل على العينة غير المعاملة بالإنزيم المح

والمصبوغة بصبغة بروميد ) من طول الهلام% 75 فولت لمدة ثلاث ساعات أو إلى أن تصل صيغة التحميل إلى حوالي 85

 العينات غير المعاملة بالإنزيم  تدل على- والإشارة RNase  للرناللتدل على العينات المعاملة بالإنزيم المح+ الإشارة (الاثيديوم

  ).  للرناللالمح
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