
      )2008- العليرسلان – الصيدلةكلية –ق دمشجامعة – سالة ماجيسترر ( الهشXالصبغي تلازمة م

 37

  
  
  

  القسم العملي. 2



      )2008- العليرسلان – الصيدلةكلية –ق دمشجامعة – سالة ماجيسترر ( الهشXالصبغي تلازمة م

 38

  القسم العملي
  :يشمل القسم العملي

   العملية ومنهجهاهدف الدراسة •
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 طريقة العمل •
 ملاحظات العمل •
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  هدف الدراسة العملية .1
حالات زواج الأقارب، وهو ما يرجح وجود نسبة مرتفعة  الهش مع Xمتلازمة الصبغي تواتر ط يرتب  

، لذا كان الهدف  ولكن هذا الفرض لم يتم التأكد منه في بحث عملي،سوريةمن الإصابة ذه المتلازمة في 
  جمعت من من المعوقين عقلياًعينةهذا البحث يتناول . ية الفرضذهالاختبار العملي لهول لهذا البحث هو الأ

 وطيفاً أوسع من شمل أعداداً أكبرتث أوسع ابحأتجاه با أولى يعد خطوة وهوالمعاهد والمؤسسات المختصة، 
  .ا لهذا البحث الوصول إليهاتمع لم يتسنى

 لعمليات من ناحية أخرى إلى تأسيس بروتوكولات العمل الوراثي الجزيئي كما دف هذه الدراسة 
قد أمكن الوصول إلى و.  في مخبر البحث العلمي في كلية الصيدلة بجامعة دمشقالتحري عن هذه المتلازمة

مستوى جيد من روتين العمل، وتمت أرشفته وسرد قسم كبير من تفاصيله في القسم العملي لهذه الرسالة، 
  .أن يكون فيه فائدة لكل من يحاول العمل لاحقاً في المخبر في أبحاث مشاةعسى 

 يعطي فكرة عن مدى انتشار أحد أهم الأمراض الوراثية في العالم،  الإصابة ذه المتلازمةنسبةإن تحديد 
 انتشار هذه وهذا يحدد أيضاً مدى تأثير زواج الأقارب على تعداد الإصابة بالأمراض الوراثية، وبالتالي مدى

من في سورية  نسبة كبيرة  من المتوقع الحصول علىكانلذا . الأمراض في اموعات السكانية المغلقة
الهش، كما كان من المتوقع أن يتم إيجاد أخطاء في  X المعوقين عقلياً بسبب الإصابة بمتلازمة الصبغي

طرق موثوقة وعلمية لإصدار الحكم  بسبب عدم الاعتماد على  في مراكز المعوقينتشخيص سبب الإصابة
  .النهائي

:  في المحافظات التالية2007 وآذار 2006لقد أجري هذا البحث في الفترة الزمنية بين شهر نيسان 
  .ريفها، حلب، حمص، حماه، اللاذقيةدمشق و

أولاً
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 سير خطة العمل  .2
قين التابعة لوزارة كانت خطة العمل المقترحة عند البدء بالمشروع هي سحب عينات من جمعيات المعو

 سعينا إلى .الشؤون الاجتماعية والعمل، وهي جمعيات حكومية بغالبيتها، وتحوي أعداداً كبيرة من المعوقين
 انتشارها عند دراسةالمقارنة بين الأعراض وأرشيفها بغرض خبرا وهذه الجمعيات لأننا أردنا استخدام 

  .المعوقين
  

 :مليةتألفت عملية البحث من ثلاث خطوات ع
  DNAجمع الدم واستخلاص الـ .1
 )مولزعند ال(سلسلي وتلطيخ سوثرن از التيرتفاعل البوليم .2
  تحليل النتائج .3

  
 وتطبيق DNAكان من المخطط أن تستخدم مخابر كلية الصيدلة في جامعة دمشق لعملية استخلاص الـ

 لإجراء تلطيخ سوثرن على ، والاستعانة بمخبر الجنين والوراثة في كلية الطب بجامعة دمشقPCRتقنية الـ
  .PCR التي لم تتأكد نتيجتها باستخدام الـالعيناتبعض 

  
  صعوبات خطة البحث

رة افاستغرقت الموافقات الصادرة من وز .ت خطة العمل صعوبات عديدة منذ بداية تطبيقهاهواج
ول بعض النواحي الشؤون الاجتماعية والعمل وقتاً طويلاً بسبب بعض المحاذير التي أثارها المسؤولون ح

، لكن تعاوم الكبير ذلل هذه الصعوبات في ) الدم وموافقة الأهلبزلسلامة عملية (الصحية والأخلاقية 
  . اية المطاف

  
  : يمكن تلخيصها بما يلي وأرشفة المعوقين الدمبزلكما واجهت الدراسة العديد من المعوقات أثناء عملية 

طفال المعوقين عقلياً وفق مخطط أكاديمي الأأغلب عدم تصنيف  :معوقات أكاديمية .1
) IQاختبار مستوى الذكاء : مثلاً(عدم توفر اختبار كفاءة عقلية وواضح وموحد ومناسب، 

والذين لا ينتمون . Downن أغلب مرضى المراكز من المصابين بمتلازمة كما أ. )"أ"الملحق (
 . إلى صفات عينة البحث

 كثير من الأطفال المعوقين ضعف البنية الذي قد عانى :ابزلهنقص كمية الدم الممكن  .2
عنف بعض ر  كما أثّ. الدم في منتهى الصعوبةبزلسوء التغذية مما جعل عملية يكون بسبب 

وصل في إحدى المرات و،  وكمية الدم الدمبزلعملية على وحركتهم الدائمة  الأطفال المعوقين
  .خاص إلى ثمانية أشبزل في عملية الالذين ساهمواعدد 
  . الدم من أطفالهم وخاصة بعد معرفة سبب التحليلبزلعدم موافقة بعض الأهل على  .3

  

ثانياً
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 البلاستيكية المناسبة عدم توفر الأدواتنا صعوبات في تأمين مستلزمات البحث ابتداءً من تكما واجه
  للعملاللازمةالمحاليل يب  مما دفعنا إلى ترك. المستوردة للقيام بالتحاليلkitsانتهاءً بالكلفة المرتفعة للعتائد 

ولكن هذه الطريقة كانت صعبة التطبيق بوجود العديد من .  لتخفيض الكلفةبالطرق المتوفرة في المخبر
عرض إجراء التحاليل أن مركز البحوث الجينية في روما حتى . ة ونقص الصيانة للأجهزةالصعوبات التقني

ء التحاليل في كليتي الطب في الجامعة اليسوعية كما درس احتمال إجرا. التالية لعملية الاستخلاص
    .ية في لبنانوالأمريك

  
ضبطت طريقة الاستخلاص ونقاوة الناتج بإرسال جزء من كمية أربع عينات إلى روما، حيث تم تطبيق 

 PCRأجري تفاعل الـ. )13الشكل  ( عليها واعتمدت كشاهد داخلي في التجارب في الكليةPCRالـ
شكوك في مخبر كلية الصيدلة باستخدام مواد من هيئة الطاقة الذرية، وأرسلت العينات الم على عينات البحث

 ثم تلطيخ سوثرن إن استلزم مختلف PCR إلى روما لإجراء تفاعل  الهشXبأا لمصابين بمتلازمة الصبغي 
  .الأمر
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  مواصفات عينة البحث   .3
3.I. ِعينة البحث مجتمع :  

، ومن بعض المراكـز     )عدا مركزين (لمراكز الحكومية السورية المختصة بالإعاقات العقلية       تم جمع العينات من كافة ا      
.  معوقاً مـن الـذكور  60 و،)%4.8(ناث من الإ اًثلاث شملت ، عينة63  البحثضمحيث . الأهلية المختصة وغيرها 

 وريفها حوالي نـصف     ، حيث تحوي دمشق   )4الجدول (سوريةتشااً للتوزع السكاني في       العينات المسحوبة  تبدأ
  .في حين أن محافظة حلب وريفها تأتي في المرتبة الثانية. سوريةسكان 

  
  

  مصدر وعدد العينات الداخلة في الدراسة: 4الجدول 

  عدد المرضى  اسم الجمعية
 6  )دمشق(مركز التأهيل المهني للمعاقين 
 8  )دمشق(جمعية قدسيا لرعاية المعاقين 

 8  )دمشق(اقين جمعية المزة لرعاية المع
 7  )دمشق(جمعية نقطة حليب 

 4  )اللاذقية(الجمعية السورية للتوحد 
 7  )حمص(مركز التنمية الفكرية 

 16  )حلب(مدرسة الأمل للتأهيل والتنمية الفكرية 
 2  )قنوات-دمشق(مركز الرجاء للمعاقين عقلياً 
 5  متفرقون
 63  اموع

  

  

  

3.II. شروط العينة:  
مل، عدا خمسة مرضى كان من الصعوبة بمكان 5 لا يقل حجمها عن معوق كل  عينة دم منبزلتم 

استخدمت أنابيب . مل5مما جعل حجم عينة الدم لديهم أقل من عندهم، الحصول على وريد كافي التروية 
  . كمانع تخثرEDTAحاوية على 

  

 لم يكن بينهم مرضى متلازمة لم يكن بين هؤلاء المرضى صلة قرابة، كما تم إجراء التحليل للذكور عموماً
Down . الـ تحليل قدرة ضعفولم يتم دراسة عدد أكبر من الإناث بسببPCR  الطفرة وجودكشف على 

  .)راجع القسم النظري(الحاملين للمرض عند الإناث 
 حيث تم استبعاد الأفراد الذين سببوا مشكلة أثناء. ين بأكبر قدر من الحذرحرصنا على التعامل مع المعوق

  . ، سواء بسبب فرط الحركة أو الضعف الجسماني الشديد أو كون الأوردة صعبة المنالبزلعملية ال
 

3-1- 

3-2- 

اًلثثا
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3.III. عينة البحثصفات موا:  
 من كان.  نظام الأرشفة المعتمد في أغلب مراكز الإعاقة قاصراً عن تلبية كثير من احتياجات هذه الدراسةانك

 الحالة لكن ملف معوق،ة عن الحالة الصحية والعقلية لل تقارير مستمرالضروري الحصول على المعلومات من
 بإجراء اختبار عوقين تقييم ذكاء المولم يتوفر أيضاً.  اقتصر عادة على تقرير واحد من طبيب أطفالمعوقالصحية لل

IQ) بسبب الشك في تصنيف شدة حالة الإعاقة) أو اختبار مشابه.   
كما لم ترد أي معلومات %). 53(ين عوق أكثر من نصف المفي أرشيفأي معلومات عن سبب الإصابة رد تلم 

  .من المرضى% 73عن شدة حالة الإصابة لدى 
في حين أن نسبة الأشخاص ذوي . )من كل المرضى (%24كان عدد المصابين ذوي صلة القرابة عند أبويهم  

من الأسباب المسجلة  ت الحصة الأكبركان. )من المرضى ذوي معلومات الأرشيف (%17القصة العائلية كانت 
، بينما كانت نسبة الإصابات الجرثومية والفيروسية في )نقص أكسجة% (27لمشاكل المصاحبة للولادة هي اة للإعاق

من الحالات % 13وكانت نسبة المصابين بالتوحد . فقط كسبب وراثي% 8وسجل حوالي %.  12سن مبكرة 
  .المدروسة
كحالة % 7كحالة متوسطة الشدة، وحوالي % 30ضى كحالة خفيفة،ومن المر% 63ت إصابة حوالي صنف لقد 
  .شديدة

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

  توزع العينة حسب سبب الإعاقة المسجل في التقرير الرسمي:9الشكل

نقص أآسجة
إصابات جرثومية
توحد
سبب وراثي
أسباب أخرى

إعاقة خفيفة
إعاقة متوسطة
إعاقة شدیدة

قرير  الإعاقة المسجل في الت توزع العينة حسب شدة:10الشكل

3-3- 
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  بحثاستمارة ال
  

  :رقم المريض
  :المركز            :الاسم
  :العنوان            :العمر

  :اسم الأم           :اسم الأب
  

  :شدة الإعاقة
  :سبب  الإعاقة المسجل

  
  

  :التاريخ المرضي المسجل
  
  
  
  
  

  :الصفات البدنية
  
  
  
  
  

  :السلوك النفسي
  
  
  
  
  
  
  

  :بزلتاريخ ال        :ولزكمية الدم المب
  :ملاحظات        :تاريخ الاستخلاص

  
  :المشرع المستخدم        :PCRتاريخ تحليل 

  : النتيجةتاريخ          :النتيجة
  :ملاحظات
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 العملطريقة  .4
 DNAاستخلاص للـ عملية تم إجراء. 4oc+ درجة حرارة حفظت في EDTA بعد جمع العينات في أنابيب الـ

 في درجة DNAحفظ الـ عينة الدم، ثم بزل أيام من تاريخ 4الموجود في الكريات البيض خلال فترة لا تتجاوز 
 لكل عينة وتم تحديد PCR تسلسليالاز يربوليمالتم إجراء تفاعل . قسمت كل عينة إلى أنبوبين مرقمين. 20oc-حرارة 

  .العينات التي فشلت في إظهار نتيجة
  
4.I. تخلاص الـاسDNA:  

للاستخلاص  بترسيب البروتينات، والمعدلة  .1988Miller et al طريقة من العينات DNAاعتمد في استخلاص الـ
 العينات بما لا يتجاوز بزلق الاستخلاص بعد طب.  الصيدلةكليةلتتناسب وظروف العمل في  Chiurazziمن قبل 

  .د إلى نقص كبير في مردود الاستخلاصالأربعة أيام خوفاً من أن يؤدي التأخير الزائ
4.I.1. تحضير المحاليل  

  

  : RBC lysis bufferدارِئَة حلّ الكريات الحمر •
 

NH4Cl   155 mM   8.29 g  
KHCO3   20 mM    1.00 g  
Na2EDTA 0.1 mM   0.034 g  

 

pH 7.4 (HCl/NaOH) up to 1 l  
 

 :  SE SE buffer (according to Maniatis, autoclaved)دارِئَة •
 

NaCl   75 mM   4.39 g  
Na2EDTA 25 mM   8.41 g  

 
pH 8.0 (NaOH) up to 1 l  

 
  : TE TE buffer (according to Maniatis, autoclaved)دارِئَة  •

 
Tris/HCl (pH 8.0)   10 mM  
EDTA     1 mM  

  
  %):SDS )sodium dedocyl sulfate ()20  دارئة  •

. ويبرد لدرجة حرارة الغرفة) autoclaveفي الموصدة (مل من الماء المقطر 200يعقم 
.  مع التحريك حتى الذوبان التام معقممل ماء مقطر100 إلى SDSغ من الـ40 يضاف

  . بالماء المقطر المعقممل200يكمل الحجم حتى 
لا يستخدم هذا المحلول إذا وجد عكر في الأنبوب حتى يتم تذويبه بتسيخنه في حمام مائي 

  .25ocة بدرجة حرار
  

  :%)K) 10البروتيناز  •
 حفظي،  في الموصدةمعقموال مل في الماء ثنائي التقطير/مغ10 بترآيز يحضر محلول

  Eurobio® Lot:660737/42 ،Ref: GEXPRK00-6P  من شرآة20oc-حرارة درجة  بالمحلول

رابعاً

4-1- 

4-1-1- 
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4.I.2. خطوات العمل:  
 

A.  تفجير الكريات الحمر باستخدام محلول حلّ الكريات الحمر)isRBC lys:( 
مل من محلول حلّ الكريات الحمر المبرد حتى درجة التجمد، 40 ويضاف ،مل50مل دم في أنبوب 10 يوضع  -1

  .يقلب الأنبوب بين فترة وأخرى أكثر من أربع مرات أثناء هذا الانتظار. دقيقة30 إلى 15 من الانتظارثم 
 .rpm1500دقيقة بسرعة 15 لمدة تنبيذال -2
 .فيجدوء، وقلب الأنبوب على ورق ترشيح كي فصل الرسابة بإزالة الطافي  -3
 .دقيقة15- 5مل من محلول حلّ الكريات الحمر، خض الأنبوب جيداً والانتظار لمدة 20إضافة  -4
 .rpm1500دقيقة بسرعة 15 لمدة تنبيذال -5
 .الرسابة بإزالة الطافي دوء، وقلب الأنبوب على ورق ترشيحف فيتج -6
 

B. رِئَة حلّ الكريات البيض تفجير الكريات البيض باستخدام دا)SE lysis(:  
  . بدرجة حرارة الغرفةSEمل من دارِئَة 5حل الرسابة في  -1
 .%)K )10 ميكرولتر من البروتيناز 40إضافة  -2
  .ويمزج جيداً%) SDS) 20 من دارِئَة ميكرولتر 250إضافة  -3
  ).37oc(حضن طوال الليل في حمام مائي  -4

C. ترسيب البروتينات  
  .ويمزج من جديد) ، معقّمNaCl) 5Mمل 3زج، ثم يضاف الم وSEمل من دارِئَة 5إضافة  -1
تزيد هذه الخطوة من إزالة . (plate shakerدقيقة على رجاجة 20-10مل كلوروفورم والمزج 5إضافة  -2

  ).البروتينات من المحلول
  .2500rpmدقيقة بسرعة 30 لمدة تنبيذ -3
نتباه لعدم نقل أي من طبقة البروتينات أو الكلوروفورم أنبوب جديد، مع الاإلى إزالة الطبقة الطافية بحذر ونقلها  -4

 .DNAتحتوي الطبقة الطافية على محلول . إلى الأنبوب
D. ترسيب الـDNAواستخلاصه  

خيوط من ، نحصل على )أو حجمين من الإيتانول( باستخدام حجم لحجم من الإيزوبروبانول DNAيرسب الـ -1
 . يمكن تسريع التجمع بقلب الأنبوب برفق.ء صغيرةشدفة بيضا تتجمع مع الوقت لتشكل DNAالـ

 الشدفة البيضاء باستخدام ممص باستور أو باستخدام محقن طبي بلاستيكي أو ممص fishing التقاط يتم  -2
 . حيث تضغط على جدار الأنبوب قبل إفراغ الكحول منه. بلاستيكي يستخدم مرة واحدة

 %. 75مل إيتانول 5تغسل الشدفة باستخدام  -3
 . والانتظار حتى تجف Ependroff الشدفة مرة أخرى ووضعها في أنبوبالتقاط يتم -4
، ويترك طوال الليل بدرجة حرارة الغرفة TE من دارِئَة ميكرولتر 200-100 المستخلص في DNAيحلُّ الـ -5

 ). والمعقميمكن استخدام الماء ثنائي التقطير(ليذوب 
 .20oc-حرارة درجة  في عينةفظ التح -6

E. الـقياس نقاوة DNA  
 OD260/OD280، وذلك بأخذ نسبة الامتصاصية لأطوال الموجة بين UV على مقياس DNAتقاس نقاوة الـ

  .l µ/gµ 1يجب أن يكون التركيز على الأقل . 1.9-1.7بين  والتي يجب أن تقع
بغرض كشف نقاوة عملية % 1 بتركيز ®Promega على أغاروز تحضيري من شركة l µ20 جرى ترحيل 

  .صالاستخلا
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4.II.  طريقةPCR) Polymerase Chain Reaction( 
  

 ـ    إنزيم  يعتمد هذا التفاعل على استخدام        الموجود في العينة وتكـثيره بتطبيـق        DNA البوليميراز لنسخ جزء من ال
  oligonucleotideقَليلُ نوكليوتيـد  زوج من يتم تحديد طرفي الجزء المراد تكثيره باستخدام . دورات حرارية متتالية

 تركيب متوالية المـشرعين  نيكو. )primer شرعالمَكل منهما يدعى ( نوكليوتيد 30-16  بينيتراوح طول كل منهما   
   ]62[.محدداً مميزاً للمنطقة المدروسة

 إلى 92oc(درجات حرارة مرتفعـة  فعند  . لتغيير درجات الحرارة لمحلول التفاعلthermal cyclerيستخدم جهاز  

(98oc تنفصل سلاسل الـDNA المضاعفة الطاق double stranded DNA مفردة الطـاق   إلى سلاسلsingle stranded 

DNA .سيختدعى درجة الحرارة هذه بدرجة حرارة المت denaturation temperature. ّض درجـة الحـرارة إلى   ثم تخف
 annealingدرجـة حـرارة الارتبـاط    ب وتـدعى  ، المفردةDNA بسلاسل الـينالمشرعفيها كل من  رتبطدرجة ي

temperature )حواليكونوت، )درجة حرارة التطويع  oc60،  ةحسبوالِيتثم ترفع درجة الحرارة إلى حوالي.  بنية المشرعينم 
oc72، النسخ(طالة تدعى درجة حرارة الإو( elongation temperature ،  از ير البوليمإنزيميعمل وفيهاtaq polymerase 

 ـ   . كحجر أساس  المشرعب مبتدئاًعلى نسخ سلسلة متممة        الناتج إلى سلاسـل مفـردة      DNAيعاد بعدها تمسيخ ال
  .)10الشكل ( نسخ من جديدثم ال وارتباط المشرعين،

 ـ   30إن تطبيق    ، بحيث نحصل علـى  DNA دورة من هذا النوع تنتج نظرياً مليار نسخة من كل سلسلة مفردة من ال
  .للعمل عليها DNAمن الـكمية كافية 

يعـود  . الهش X متلازمة الصبغي البحث على موقع عندن درجة الحرارة اللازمة لارتباط المشرعين مرتفعة تكو  
  . 65oc و 62oc، حيث تكون درجة حرارة الارتباط تتراوح بين CGذلك إلى غنى المشرعين بتكرارات 

 ،ن المحاذير الأساسية لهذه التقنية هي إمكان تلوث العينة بنواتج التحاليل السابقة والحصول على ناتج تكثير كاذب           إ 
ار من العينات القديمة كافية لنقل ملايين النسخ من الناتج إلى كامل جو الغرفة، لذا يعتمـد علـى    قطرات البخ  لأن

  ]63[.الفصل الفيزيائي في مكان العمل بين الاستخلاص والتكثير والتحاليل اللاحقة

، فارتفاع درجة الحرارة يمنع من      بدقة عند عدم تطبيق هذه الدرجة للحرارة     يمكن الحصول على نتائج غير متوقعة       
ارتباط غير نوعي للمشرعين وظهور عصابات غير       إلى  ، كما أن انخفاضها يؤدي      )لا يوجد ارتباط  (ظهور أي تفاعل    

  .حدة واضحة بدل ظهور عصابة وانوعية
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توالي دورات متعددة من ثلاث درجات  حرارة : PCR مبدأ طريقة الـ:11الشكل 

رجة حرارة التمسخ والثانية درجة حرارة الارتباط والثالثة مختلفة، الأولى هي د

  .يزداد الناتج أسياً مع تكرار الدورات. درجة حرارة التضاعف
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4.II.1. خطوات العمل:  

بالنسبة لهذا التحليل فمـن الممكـن        . الهش Xعلى الصبغي    13892و 13833 بين النوكليوتيدات    CGGات  متوالِيتقع  
  ]62[ :وأشهر الطرق هي. استخدام أنواع مختلفة من المشرعين حسب طريقة العمل

  مكان ارتباطهما   المشرعينمتوالِية  الطريقة
Fu et al 

  
5’-GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT-3 
5’-AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA-3’  

13712-13723 
13992-13963 

Wang et al 

  
5’-TGACGGAGGCGCCGCTGCCAGGGGGCGTGC-3’ 
5’-GAGAGGTGGGCTGCGGGCGCTCGAGGCCCA-3’ 

13796-13825 
13923-13897 

  
  

  
  
  

 يظهر هذا الشكل جزءاً من التسلسل النوكليوتيدي للمنطقة التي يرتبط ـا     :PCR المنطقة المستهدفة بالـ:12الشكل
 ـ    209bp ا طوله متوالِية المشرعين   يحصر بين . ن في بحثنا  االمشرعان المستخدم   هـو   CGG عندما يكون عدد تكرارات ال

 ]4[.تزداد طول القطعة المحصورة مع زيادة عدد التكرارات. كما في الشكل16

4-2-1- 
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4.II.2. محلول التفاعل  
 فاعل يحضر محلول الت .]23, 5, 3[دراستنالكوا الأكثر شيوعاً في الدراسات المشاة ل Fu et al (1991) اعتمدت طريقة 

مـن  % 10 من ةالمكون) 1x(دارِئَة ال من l µ 8يضاف. من كل من المشرعين  Mµ3 و DNA من عينة الـl µ 2بإضافة 
 (deoxy Nucleotide Tri Phosphate) من كل نوع من الـ Mµ200و ، )DMSO )di-methyl sulfoxide  ميتيل سولفوكسيدثنائي

dNTPمن% 75، و(deoxy Guanine Tri Phosphate) 7-deaza-dGTP ،وMµ2.2 وحـدة مـن    0.5و، لمغنيزيوم، من كلوريد ا 
Taq polymerase،   ائي بحجمlµ10 .يضاف للأنبوب lµ 154[  .من الزيت المعدني لمنع تبخر محلول التفاعل[  

  
4.II.3. برمجة الجهاز  

  :  تمت برمجة الجهاز كالتالي
1- temperature 95 
2- time 5 min 
3- temperature 95 
4- time 1 min 
5- temperature 65 
6- time 45 sec 
7- temperature 75 
8- time 3 min 
9- cycle to step 3 for 35 rounds 
10- temperature 75 
11- time 7 min 

 
4.III. يةتحاليل إضاف  

كليـة   في مخـابر     PCR الــ    لم تبد أي عصابة عند تطبيق       تم إجراء بعض التحاليل في إيطاليا على العينات التي          
  .إضافي للتأكد من أطوال التكرارات PCR حيث درست نقاوة العينات ثم أجري تفاعل .الصيدلة

  :تم استخدام مشرعين مختلفين هما
5'>ccg ttt cgg ttt cac ttc cg :3F  

5'>ctt gta gaa agc gcc att gg :4R  
  

 من كل من المشرعين  lµ0.8 و DNA من عينة الـl µ 2بإضافة : كما استخدم مزيج خاص بالتفاعل ذو التركيب
  . مخصصة لهذا التفاعلkit أساسي في عتيدة في مزيج Pfu polymerase إلى نزيم مع تغيير نوع الإ. 10mMذوي التركيز 

 لمـدة   72oc لمدة دقيقـة،   57oc لمدة دقيقة،    95oc( دورة حرارية من ثلاث مراحل       30 كان برنامج التفاعل يتضمن   
  ). دقيقة

تلازمـة   أن كل العينات سليمة من الإصـابة بم        منالتأكد  بعد  لم يتم إجراء تلطيخ سوثرن بسبب انتفاء الحاجة له،          
   .الهش X الصبغي

4-2-2- 
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  : في المخبرتفاصيل العمل .5

5.I. هااختيار هلامات الرحلان وتصوير:  
 طريقة يمكن تطبيقها في مخابر كليـة  أفضلتم تجربة العديد من المواد والتراكيز المختلفة في مراحل العمل بغرض إيجاد   

  . واضحةPCRالصيدلة للحصول على نتيجة 
وتم تصوير النتائج الظاهرة عند تألق العصابات    .  عدة أنواع من هلامة الأغاروز بوجود الإيتيديوم بروميد        تاستخدم

 كما تم نسخ .عالية الدقة Lumix DMC LZ-2 من نوع Panasonicت الأشعة فوق البنفسجية باستخدام كاميرا تح
مـع  ) UV filter(لم يتم استخدام مرشح أشعة فوق بنفـسجية   .كل مخطط للعصابات على ورقة منفصلة احتياطاً

استخدام أي كاميرا بدون مرشح لأن      لكن لا ننصح ب   . الكاميرا المستخدمة بسبب عدم توفر مرشح كهذا في سورية        
  . CCD تتسبب بتخرب لشريحة فيلم التصوير أو الشريحة الحساسة للضوء UVأشعة 

كـان  . EuroBio و BioRad و Promegaم ثلاثة أنواع من هلامة الأغاروز من ثلاث شـركات هـي             ااستخدتم  
 turbidityوقد أعطى عكـراً  . ليلية قصيرة الطول بنقاوة تحDNA مخصصاً لشدف الـPromegaالأغاروز من شركة    

 صنع أي هلامة يقل تركيزها عن       ، ولم يكن الممكن   وكان البحث البصري عن العصابات سهلاً نسبياً      . خفيفاً جداً 
 Auto-focusشفافة جداً لدرجة أن تقنيـة التركيـز الآلي           ، كما أا كانت   كانت الهلامة ضعيفة القوام   حيث   ،2%

  .الموجود أسفل الهلامة متجاهلاً وجود الهلامة الشفافة UVكانت تركّز على مصباح 
حيث كان الأول كثيف البنية سهل التصلب على عكس . EuroBio و  BioRadتي استخدام أغاروز من شركعند

 أشد عكراً، لكـن  BioRadكان أغاروز شركة  و،  %1كما أمكن تحضير هلامة بتركيز أقل من        . Promegaأغاروز  
كانت زيادة العكر مفضلة عند التصوير بالكاميرا حيث أمكن تركيز و.  بوضوحDNAعصابات  هذا لم يمنع مشاهدة     

وسطاً بين الهلامتين السابقتين لكنـها أقـرب        حلاً   EuroBioالصورة على العصابات وعكر الهلامة، كانت هلامة        
  .BioRadلهلامة 

  

5.II. استخلاص الـDNA:  
تشغيل إمكانية  لعدم DNA/RNA calculator جهاز  بواسطةDNAلم نتمكن من قياس تركيز كل عينات الـ

 ثنائي الشعاع UVلكن تم ضبط نقاوة الاستخلاص في عدد من العينات بالاستعانة بجهاز قياس . الجهاز في الكلية
)Jasco .( اعتمد تفاعلPCR 2 على إضافةµlمن محلول الـ DNAبغض النظر عن تركيزه  . 

مل ملائمة لاحتواء الكلوروفورم دون أن تنفجر عند التنبيذ بسرعة مرتفعة 50لم تتوافر في السوق السورية أنابيب 
)2500rpm( .مل من السوائل 6 وهي لم تستطع أن تتحمل أكثر من  استخدام أنابيب زجاجية للتنبيذ،لذا لجأنا إلى

لى أنبوبين وغطيت لذا قُسمت كل عينة إ.  الكبير عند سرعة التنبيذ العاليةدون الانفجار نتيجة لوزن السائل
  .بالبارافيلم

، وكخطوة أخيرة تم قلب الأنابيب رأساً على        )%70(  بالغسيل جيداً بالماء ثم الإيتانول     تم تعقيم الأنابيب الزجاجية   
 ـ   .  سـاعة  12 لمدة   220ocعقب ووضعها في بيشر كبير، ثم تعقيمها في فرن بدرجة حرارة              DNAحيـث أن الـ

من لنا التخلص من كل المواد العضوية التي قد تؤثر على نظافة الأنابيب والتي مما ض.  120ocيتخرب بدرجة حرارة
  .لم نتخلص منها بالغسل والتي قد تؤثر في حسن سير العمل

  

خامساًً
5-1- 
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5.III.  تطبيق تفاعل البوليميراز التسلسلي:  
. ®BOECOوالآخر من    ،®Pharmacia جهازين موجودين في الكلية أحدهما من شركة         باستخدامتم تطبيق التفاعل    

كان الجهاز الأخير أسرع وأدق في الحفاظ على درجة الحرارة، كما احتوى على غطاء يؤمن تسخيناً للعينات مـن                   
كلا . بتطبيقها ®Pharmacia التي انفرد جهاز     HotStartلكنه كان يعاني من مشكلة عجزه في تطبيق تقنية          . الأعلى

  .الجهازين أتما العمل بصورة مرضية
 العديد من المقاربات حـتى      استخدمتو،  لضبط تفاعل البوليميراز التسلسلي    تجربة مختلفة    150 تم إجراء ما يزيد عن    

 مـن   master mix أساسـي  مزيجفي بداية التجارب تم استخدام .  الوصول لطريقة مناسبة للعمل في المخبرأمكن
 إعطاء أي نتيجة، وكان كل       لكنهما فشلا في   BioRadإنتاج هيئة الطاقة الذرية وآخر مشابه في التركيب من شركة           

 ـ            ما حصلنا   ـ   DNA عليه هو عصابات عديدة غير نوعية، حتى مع استخدام مدروج من قيم ال ير ي والمـشرعين وتغ
 العادية، ومع أمـا     PCRيعود السبب في ذلك إلى كون المزيجين الأساسيين مخصصين لتفاعلات            .لدرجات الحرارة 

 لـذا توجـب     ، منع إتمام التفاعل بنجاح    CGGأن غنى القطعة بتكرارات      هامش كبير للتفاعلات المختلفة إلا       يذو
 ـ Pfu polymerase إنزيميستخدم عادة .  مخصص لهذا التفاعلاستخدام مزيج ، DNAذو الدقة المرتفعة في نسخ الـ

 10( مرتفعـة جـداً   DSMO وتراكيـز  Taq polymerase تم استخدام سورية الحصول عليه في صعوبةلكن بسبب 
 أندونيـسية -دراسة أسـترالية  طريقة اعتمدا   ، وذلك طبقاً ل    تراكيز المواد الأخرى   فيوتغيير  ) القيم العادية أضعاف  

    .]4[مشاة
 ـ    طُبق عند استخدام المزيج الأخير        وزمن ثباـا   وتغيير درجات الحرارة   DNA مدروج لتراكيز المشرعين وتراكيز ال

تغيير زمن  لدرجة أن   )  دورة 35(عدد دورات التفاعل كثيرة     ن  كا.  معها حتى حصلنا على قيمة واحدة يمكن العمل      
  . يؤثر جدياً على الناتجلمالبقاء في درجات الحرارة 

، Wang et al 1996استخدمنا نوعين مختلفين من المشرعين، ولم ننجح في تضخيم أحدها وهو المأخوذ مـن دراسـة   
تمت محاولة   ]95oc،]44 التي تعتمد بدء التفاعل عند الدرجة        Hotstartوذلك بسبب أن تطبيق التفاعل يحتاج إلى تقنية         

 لـضمان  دقائق   5 وبقائها لمدة    95ocفي الكلية بإضافة البوليميراز بعد وصول درجة الحرارة إلى          تطبيق هذه الطريقة    
 أن رؤوس الممـصات     حيـث فشلت التجارب بسبب التلوث وسوء المـواد المتـوافرة،           ]DNA.]64تمسيخ كامل   

 fu et al. 1991 استخدام المشرعين من دراسـة   الاضطرار إلى لذا كان .البلاستيكية كانت تذوب عند هذه الحرارة

   .فقط
  

  مقارنة بين نوعي المشرعين المستخدمين: 5جدول
 Fu et al. Wang et al. 

 30+30 30+30 ول المشرعط

 BioMol BioMol+ هيئة الطاقة   الشراءمصدر

 bp 160 1 )بدون التكرارات(طول القطعة المحصورة 

 200 120 أقصى عدد تكرارات يمكن كشفه ذه الطريقة

  تراكيز حرجة شروط التفاعل الخاصة
 درجات حرارة حرجة

  تراكيز حرجة
 درجات حرارة حرجة

 وجدلا ي جيدة النتائج
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   المخبريةالنتائج .6
  

عند العمل في   . )ناثالإ من من الذكور وثلاث     60(اً  معوق 63عينة من   از التسلسلي على    يرالبوليمتم تطبيق تفاعل      
 فأعطى عصابة واحدة واضحة في اال        من الذكور  عينة مأخوذة  55 على   منهانجح   جامعة دمشق،    –كلية الصيدلة   

 ـ   الطبيعي عند مقارنتها مع الش     في حين لم تظهر أي نتيجـة لخمـس         ). DNA) markerاهد ومع مقياس أطوال ال
 ـ  .عينات من الذكور   الإناث جميعاً، حيـث كـن      عينات  التكرارات عند    في تحديد أطوال     PCRكما نجح تطبيق ال

  . FRAXA بالنسبة للقطعة  الزيجوتاتمتغايِر
 FRAXAة عصابتان للقطعـة  معوقكل عند تشاهد حيث   ،8ن أطوال التكرارات عند الإناث مذكورة في الجدول        إ

يل إلى التوزع حـوالي     يم عند الذكور    كان توزع أطوال التكرارات    .مما يدل على انتفاء الإصابة بالمتلازمة المدروسة      
  )14 والشكل 7جدول  (. تكرارا30ًالطول 

 ـ    إلى مركز البحوث الجينية بروما، حيث تم استخ         الذكور الخمسة  أرسلت عينات     ،DNAدام فحـص نقـاوة الـ
 ـ حيث أعطى تقريـراً  )prof. Chiurazzi ( خاص بمخابر مركز البحوث الجينية بروماPCR تفاعل يأجر ة سلبيب

  )22و21الشكلان . (الإصابة في العينات الخمس المدروسة
  

  

  الهش X عدد التكرارات وطولها للمرضى غير الحاملين لطفرة متلازمة الصبغي: 7جدول 
   Frequencyعدد المرضى  repeatsاراتعدد التكر

10  1  
20  3  
21  1  
23  2  
24  1  
25  5  
26  4  
27  8  
28  2  
29  7  
30  12  
31  5  
32  2  
33  4  
34  1  
35  1  
36  1  

  
  )الهش X  لطفرة متلازمة الصبغيتغير حاملا( اتمعوقلعند اطول التكرارات : 8جدول 

 fragment length  )عصابتين(أطوال التكرارات    (.No)ةعوقرقم الم
24  28-38  
29  26-32  
30  29-34  

  

.سادساً
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  :صور النتائج
 تظهر  ، وفي هذه الصورة   13أولى النتائج كانت تلك التي بعثها مركز الدراسات الوراثية بروما والمعروضة في الشكل            

 31يطاليـا ذو    شاهد من إ  ذكر  ، مع   معوقة، بالإضافة لعينة من أنثى      وماء مقطر كشاهد  نتائج ثلاث عينات سليمة     
  .  تم تكرار كل عينة مرتين لزيادة موثوقية التفاعل.تكراراً

  
  
  
  

  
  

P1 P3 P6 P2 Wt 
male 

 500 bp 
ddW 

تظهر الصورة نتائج . من مرآز الدراسات الجينية بروما) ضبط الجودة (PCR أول نتائج :31الشكل 
طر ، وماء مق)P2(ونتائج أنثى متغايرة الزيجوت ) P1, P3,P6(ثلاثة ذآور سليمين 

، بالإضافة إلى ثلاث مدروجات )Wt male( تكراراً 31نتائج ذآر شاهد ذو  ، و)ddW(آشاهد
  .DNAبأطوال قطع الـ

، تظهر في هذه الصورة أول نتيجتين )منقاة على الحاسب بزيادة التباين (PCR أول نتائج :41الشكل 
العصابة .  ناجح بعد استخدام مدروج من التراآيز المختلفة للمشرعين وبطرق مختلفةPCRعل لتفا

، والعصابتان من أنثى طبيعية BOECOالواحدة ناتجة من تفاعل عادي لذآر معوق عقلياً على جهاز 
  ).Pharmaciaجهاز  (HotStartباستخدام تقنية  

  أنثى طبيعية

  ذآر طبيعي
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ناجحتين لضبط تراكيز التفاعل المناسبة، تم استخدام مدروج من تركيز  يننتيجتأول  14نشاهد في الشكل 
 للمقارنة مع HotStartكما استخدمت طريقة .  لكل أنبوب5µl وحتى 0.5µlلمشرعين تتراوح من لمتزايد 

 بسبب HotStartالطريقة الاعتيادية وظهر ناتج متشابه تماماً في الطريقتين مما أدى إلى عدم استخدام طريقة 
، وهما 100bp في أسفل الصورة في اال ذي الطول الأقل من smears  نلاحظ وجود لطاختين. تعقيداا

: اللطخة الأدنى(غير المتفاعلة للمشرعين بقايا الو) اللطخة الأعلى (ملتعل غير المكعودان إلى نواتج التفات
 35 دورة إلى 27 التفاعل من زيادة عدد دوراتإلى لجأنا  للتخلص من بقايا المشرعين، )30bpبطول حوالي 

 DNAع الـ استخدم مدروج بأطوال قط.في التفاعلات اللاحقة دورة، مما أدى لاختفاء العصابة السفلية
 بين كل منها يدعى 100bp بفارق 1000bp إلى 100bpمن عشر عصابات تتراوح أطوالها من 

100bp marker 100 أو مدروجbp.  

 
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
  
  

كما نشاهد في منتصف ، )P13(تسع عينات جديدة أحدها فشل في التضخيم  15نشاهد في الشكل 
وأثبتت أا سليمة ) 14الشكل (عينات التي تم تحليلها في إيطاليا وهي أحد ال) P6( عينة شاهد الرحلان

 في هذه الصورة نجد أيضاً لطخة نموذجية لكل تحليل من التحاليل اراة في مخبر . تكرارا30ًوهي بطول 
 مما يرجح 100bpتقع هذه اللطخة في المنطقة ذات الطول أقل من . ة لهايالبحث العلمي لا أهمية تشخيص

 ماستخدا بل Pfu polymerase نزيم عدم استخدام الإ، قد تكون نتيجة نواتج تفاعل غير مكتملكوا
  .standard Taq polymerase العادي نزيمالإ

500 bp 

تظهر الصورة ). منقاة على الحاسب بزيادة التباين( في الكلية PCR أول صور نتائج :51الشكل 
 فشل التفاعل نتائج ذآر و) P7, P8,P9,P10,P11,P12,P14,P15(نتائج ثمانية ذآور سليمين 

 DNA، بالإضافة إلى مدروج بأطوال قطع الـ)P6( تكراراً 30، ونتائج ذآر شاهد ذو )P13(عنده 
)100bp.(  

P7 P8 P9 P10 P11 P12
P13

P14 P15 
P6 
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 بغرض التأكد من عدم P13للعينة في مخبر كلية الصيدلة تم إجراؤه تفاعلاً مكرراً  نشاهد 16في الشكل 

  .الهش X تلازمة الصبغيوقد افترض حينها أن صاحب العينة مصاب بم. شروط التفاعلوجود خطأ في 
وهذه المنطقة ، )تكراراً 50-45 (الهش X متلازمة الصبغي تظهر حدود المنطقة الرمادية في 17في الشكل 

في  للعصابات ةواضحصورة  فشلاً في إظهار لاحظكما يمكن أن ن). 375bp-360(تقع تقريباً في اال 
 على برنامج contrast وSharpenاستخدام فلاتر ( حتى مع استخدام تقنيات التنقية على الحاسب P25العينة 

PhotoShop .(وتم ذلك بنسخ  في مخبر كلية الصيدلةلذا كان من الضروري وضع نسخة ورقية من النتائج ،
لحصول على مستند داعم لنتائج بحيث أمكن ا) باستخدام مسطرة(العصابات المرئية في الهلامة على ورقة 

   .التنقية
 لحساب عدد التكرارات اعتماداً على المسافة MS Excelتم استخدام معادلة لوغاريتمية بسيطة على برنامج 

ثم . مع لوغاريتم المسافة المقطوعةعكساً  DNAالنسبية التي قطعتها العصابة، حيث يتناسب طول شدفة الـ
 طول 221bp :60bpالطول المطروح هو (رات من طول القطعة الكلي خارج التكراDNAيطرح طول الـ

وبعد حساب طول قطعة التكرارات، ).  التي لا تحوي تكراراتDNA طول قطعة الـ161bpالمشرعين و
  . للحصول على عدد التكرارات3تقسم النتيجة على 

 ويقاس التكرار. 31التكرار و 314bp  الذي يقابل الطول16 في الشكل P20الذكر عينة المثال على ذلك هو 
  .مرتين، الأولى من الورق والثانية من الصورة الرقمية

  

تظهر الصورة نتائج سبعة ). منقاة على الحاسب بزيادة التباين( في الكلية PCR نتائج :61الشكل 
نتائج ذآرين لم ينجح التفاعل عندهما  و) P16, P17,P18,P19,P20,P21,P23(ذآور سليمين 

)P13,P22(تكراراً 30نتائج ذآر شاهد ذو  ، و )P6(بالإضافة إلى مدروج بأطوال قطع الـ ،DNA 
)100bp.(  

P13 P22
P16 P17 P18 P19 P20

P21
P23 

P6 

500 bp 



      )2008- العليرسلان – الصيدلةكلية –ق دمشجامعة – سالة ماجيسترر ( الهشXالصبغي تلازمة م

 57

  
  

  

  

  
  

 المنطقة الرمادية

P24 P25 P26 P27 P6 P28

تظهر الصورة نتائج أربعة ذآور ). منقاة على الحاسب بزيادة التباين( في الكلية PCRنتائج  :71الشكل 
، )P6( تكراراً 30و ، و نتائج ذآر شاهد ذ)P24(و نتائج أنثى سليمة ) P25, P26,P27,P28(سليمين 

 ى الشكل المنطقة الرمادية حيث تعدتظهر عل). DNA) 100bpبالإضافة إلى مدروج بأطوال قطع الـ
لا توجد في (رة العصابات التي توجد أسفلها طبيعية، في حين أن العصابات التي تعلوها هي حالات ما قبل طف

  .هذه الطريقةند استخدامععصاباتأي لا تعطي حالات الطفرة الكاملة، )هذا الشكل

تظهر الصورة نتائج أربعة ). منقاة على الحاسب بزيادة التباين( في الكلية PCR نتائج :81الشكل 
نتائج ذآر شاهد  ، و)P29,P30(نتائج اثنتان من الإناث  و) P31, P32,P34,P35(ذآور سليمين 

). ضبط الدوري للجودة والتعقيمماء مقطر لل) (Blank(وحقل فارغ النتيجة  ،)P6( تكراراً 30ذو 
  ). DNA) 100bpبالإضافة إلى مدروج بأطوال قطع الـ

P29 P30 P31 P32 
P33 

P34 P35 
P36 P6 

Blanc 

500 bp 

500 bp 
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 في الكاميرا المستخدمة للتصوير بسبب CCDبدء احتراق صفيحة التحسس  نشاهد 18في الشكل 
لتالية مما جعلنا نعتمد بشكل وتزداد سوء نقاوة الصورة في الاختبارات ا. UVتعرضها الطويل لأشعة 

  .أساسي على نسخ العصابات إلى ورقة بشكل يدوي والقيام بالحسابات المطلوبة
  

  
 
 
  

 . أي عصابة، وكان النتائج مسجلة على الورق فقطلإظهار لم نتمكن من توضيح الصورة 19في الشكل 
كاميرا التصوير، وكان بسبب التلف الشديد الذي أصاب ) 65 إلى 40من (وتعذر تصوير العينات 

  .الاعتماد الوحيد على الأرشفة اليدوية

لا تظهر هذه الصورة بسبب ). منقاة على الحاسب بزيادة التباين( في الكلية PCR نتائج :19الشكل 
ينة ذآر لم ونتيجة لع) P37, P38,P39,P40(في الصورة نتائج أربعة ذآور سليمين . عطب الكاميرا

 بالإضافة إلى مدروج بأطوال قطع .)P6( تكراراً 30ونتائج ذآر شاهد ذو ) P41(يتم التفاعل عنده 
 .وتم تسجيل النتائج على الورق فقط).DNA) 100bpالـ
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وهذه العينات لم يمكن تضخيمها في كلية . التي بعثت إلى إيطالياالعينات نقاوة  نشاهد فحص 20في الشكل 
 PCR نشاهد نتائج 21وفي الشكل . DNA، وهي ذات نوعية متوسطة وكمية قليلة نسبياً من الـالصيدلة

 نجد عينة . في بحثنا هو صفرالهش X متلازمة الصبغي، مما يجعل عدد النتائج الإيجابية تجاه لهذه العينات
، مما جعل )مل1أقل من ( وذلك بسبب النقص في حجم عينة الدم المسحوبة DNAواحدة لا تحتوي أي 

  .ولم تدخل هذه العينة الأخيرة في الدراسة. طريقة الاستخلاص المستخدمة غير مناسبة

 

 
 
 
 

 
  
  
 

H2O  P13  P22  P41  P45  B  P56   P45   B  wt  full H2O 

 خمس عينات ذآور DNAتظهر الصورة . في روما  نتائج نقاوة العينات من المخبر:20الشكل 
  . DNAابعة لا تحوي وعينة مكررة، بالإضافة إلى عينة س

13P ,( ست عينات ذآور DNAتظهر الصورة . روما  في المخبر فيPCR نتائج :21الشكل 
P22, P41, P45, P56 ( وعينة مكررة)P45( بالإضافة إلى عينة سابعة لا تحوي ،DNA) B.( 

مدروج وعينتان من الماء المقطر وعينة من محلول التضخيم فقط، و). wt( شاهد DNAبالإضافة إلى 
 .DNAبأطوال قطع الـ

 P13      P22        P41        P45      P56         B      P45
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  :مناقشة النتائج .7
7.I. انتشار متلازمة الصبغي X الهش  

فالانتشار يعني قياس تواجد صفة مـا في أي         . incidence والوقوع   prevalenceيجب ملاحظة الفرق بين الانتشار       
لذا فإننا نقول   . تم تشخيصها سنوياً أو عدد الإصابات الجديدة      الات التي ي  الحبينما يدل مصطلح الوقوع على      . وقت

أن مرضاً قصير الأمد مثل الأنفلونزا لديه معدل وقوع مرتفع في حين أن معدل انتشاره منخفض، وعلى العكس في                   
  .داء السكري ذو الانتشار العالي والوقوع السنوي المنخفضالمرض مثل 

 ، وهي تأتي منمن الذكور% 8حوالي  هي الهش X تلازمة الصبغي المصابين بم المعوقين انتشارنسبةل  توقعاتناتكان
يمكن مشاهدة مقارنة مع العديد من الدراسات العالمية في مناطق مختلفـة             .الدراسات المشاة في منطقة بحر المتوسط     

  :من العالم في الجدول التالي
  

  بين المعوقين عقلياً في الدراسات العالمية الهش X متلازمة الصبغيمقارنة بين نسب انتشار : 9 جدول
  ملاحظات  نسبة الإصابة  العدد الكلي  عدد الإناث  عدد الذكور  الدراسة  الدولة

 Hussein et al  أندونيسيا
1998 ]4[  

-  -  331  8.46%    

 Diego et al  ) الأندلس(أسبانيا 
2002 ]3[  

280  42  322  6.5%    

 Elbaz et al  فرنسا
1998[65] 

النسبة للذكور،    6.7%  248  85  163
  %0الإناث 

 Froster-Iskenius  ألمانيا
et al 1983[1] 

-  -  242  6%    

 Kahonen et al  افنلند
1987[66] 

-  -  111  5.4%    

    Neri et al 1988[1] -  -  155  8%  صقلية
 Fryns et al  بلجيكا

1984[1] 
-  -  354  16%    

 Primrose et al  المملكة المتحدة
1986 

-  -  100  7%    

 Hagerman et al )كولورادو(الولايات المتحدة 
1988[1] 

-  -  267  3%    

    Paika et al 1984 -  -  44  14%  )بوسطن(الولايات المتحدة 
 Butler&Singh  )تينيسي(الولايات المتحدة 

1993[1] 
-  -  201  2%    

 Arinami et al  اليابان
1994[67] 

النسبة للذكور،    8.6%  243  91  152
  %0الإناث 

 Mazurczak et al  بولندا
1996[1] 

-  -  201  3%    

 Christofolini et  البرازيل
al 2006[64] 

  ذكور فقط  13.7%  51  -  51

  
مـن  % 92، حيث أمكن الكـشف عـن   %0 في هذه الدراسة هي الهش X تلازمة الصبغي كان نسبة المصابين بم

 في   أكثر كلفة  PCRفي حين تم إجراء     . تخدام الطرق المتوافرة في كلية الصيدلة     الحالات الطبيعية في عينة البحث باس     
 ـ       . عليها PCR بكثير على باقي العينات التي فشل تطبيق         روما  القليلـة   DNAقد يعود هذا الفشل إلى كميـة الـ

  .ونوعيتها الأقل جودة، مما تطلب تطبيق تفاعل أكثر نوعية مما توفر لنا في مخبر البحث العلمي
  
  

.اًسادس
6-1- 
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7.II. الدراسة الإحصائية  
 الفرق بين قيمة  هوالهش X تلازمة الصبغيتوزع العصابات عند المعوقين غير المصابين بمكان مدى 

  أكبر عدد من التكرارات وأقلها 
 FLmax-FLmin =R  

R = 36-10 = 26 
  

= 30.56 كانغير المصابين في حين أن متوسط طول العصابة عند الذكور 
n
X

X i∑=  

6.7الذكور غير المصابين   عند كان الانحراف المعياري
)( 2

=
−

= ∑
n

xxiσ  

  
الشكل (  بين توزع أطوال التكرارات عند السكان الطبيعيين بالمقارنة مع أفراد العينة ضئيلكما وجد فرق

كل في ، رغم أن الش30 حيث تحصل قمة في مخطط التكرارات عند التكرار ).15 والشكل مكرر5 والشكل 14
النمط العرقي بالإضافة يعود إلى ختلاف الا هذا إلا أن دراستنا أقل انسجاماً من المخططات الأخرى،

  ).أفراد سليمين بالمقارنة مع المعوقين عقلياً(إلى اختلاف العينة 
  

عدد تكѧرارات  CGG بين المعوقين 
n=60

0

2

4

6

8

10

12

14

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

عدد التكرارات

راد
لأف
د ا
عد

  
  
  
  
  
  
  

تتوزع التكرارات بشكل تصاعدي وببطء حتى تصل لقمة . حثتوزع أطوال التكرارات في عينة الب:14الشكل
  ).15 مكرر وشكل5شكل (هذا النمط عند الدراسات الأخرى يشاهد . ثم تبدأ انحداراً سريعاً. 30عند التكرار
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  ]1[.سكَّانتوزع أطوال التكرارات الطبيعية في ال:)مكرر (5الشكل

  ]3[. إسبانيا-)غير المصابين بالمتلازمة(في عينة معوقين عقلياًتوزع أطوال التكرارات:15الشكل
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7.II.1. تمعالانتشار في ا:  
7.II.1.i.  سوريةالإعاقة في:  

 بدراسة على عينة مـن      UNICEFالمكتب المركزي للإحصاء بالتعاون مع      /والعملقامت وزارة الشؤون الاجتماعية     
  ]68[ .واستخدمت استبياناً لأهل الأطفال عن الإعاقة بشكل عام. طفلاً 134.740حيث شملت . 1998المعوقين في عام 

 ـ    .  نسبة منخفضة جداً مقارنة بالأرقام العالمية      من مجمل عدد الأطفال، وهي    ) %0.83( تقّدر الدراسة نسبة المعوقين ب
. ويعتقد أن هذا الرقم أقل من الرقم الحقيقي بكثير، حيث أن الأهل يميلون إلى إخفاء الإعاقات لأسباب اجتماعيـة                  

من المعوقين ترددوا على    % 4.3وفقط  . %21وكانت نسبة المعوقين المسجلين في المدراس ورياض الأطفال لا تتجاوز           
  ]68[).%34منهم نسبة " استفاد"(كز المختصة بالإعاقات المرا

 Downمـصابون بمتلازمـة     % 31.5منهم  . من الإعاقات % 19نسبة  " المعوقين عقلياً والمتوحدين  "  تشكل مجموعة   
  ]68[ .من الإعاقات العقلية% 1.2بينما شكَّل مرضى التوحد نسبة ). يشخص اعتماداً على الشكل(

 ، الصرع في فئة منفصلة     منها، في حين تم تصنيف     %1.2وشكَّلت نسبة   " إعاقات أخرى "تحت فئة   " البلاهة" صنفت  
وضعت إعاقات صغر الجمجمـة وكبرهـا       .  من الإعاقات  %2.5ولم تذكر أي معلومات سوى كون نسبته تشكل         

  ]68[".إعاقات شكلية"تحت فئة 
% 3.2 من الإعاقات الإجماليـة، و     %8 اهتمت الدراسة بذكر أسباب الإعاقة، وكان تناول الأدوية أثناء الحمل يفسر            

  ]68[ .من الإعاقات العقلية والتوحد% 13.3من إعاقات الصرع، و
 1000ون الاجتماعية والعمل حـوالي      كان عدد المعوقين المسجلين في المراكز الحكومية والأهلية لدى وزارة الشؤ            

وزارة شكّل دافعاً لأهالي الأطفال لتـسجيلهم في        ي مما   ،تمنح مساعدة شهرية لكل معوق    حديثاً   .معوق عقلي فقط  
 وتلافى العديد   هذا الوضع الجديد عمل الإحصاءات والدراسات المستقبلية      قد يسهل   و ،الشؤون الاجتماعية والعمل  
  .هذه الدراسةمن المشاكل التي صادفت 

  
7.II.1.ii. ًالإعاقة عربيا  

   ]69[:الدول العربية نذكر بعض الأرقام والملاحظات التي تقدمها الأمم المتحدةعند مقارنة أرقام الإصابة بالإعاقة في 
عدم توافر مفهѧوم إحѧصائي متفѧق عليѧه للإعاقѧة يعتبѧر مѧن المѧشكلات التѧي تحѧول دون جمѧع بيانѧات                إن  "

وآѧѧل دولѧѧة قѧѧد تكѧѧون درجѧѧة  . وبالتѧѧالي الأرقѧѧام تعتمѧѧد علѧѧى المѧѧصادر الوطنيѧѧة . منѧѧسقة عѧѧن هѧѧذه الظѧѧاهرة 
حال، وباعتماد المفѧاهيم الوطنيѧة فѧإن الأرقѧام تѧشير إلѧى          وعلى أية   . انسجامها مع المفاهيم الأخرى متباينة    

 مواطن يعانون من 25 مواطن يوجد حوالي 10000فبين آل . تباين درجة انتشار الإعاقات في دول المنطقة   
أمѧا فѧي   .  هذا المستوى الأعلѧى فѧي دول المنطقѧة   ويُعدُّ.  ولبنان وفلسطينماننوع من الإعاقة في آل من عُ  

من الرجال باستثناء اليمن حيث آانت النسبة أقل من  10000 لكل 16 و10النسبة تتراوح بين باقي الدول فإن 
  .ذلك

وآانت الأآثر ارتفاعاً في عمان . وعلى صعيد النساء جاءت نسبة الإعاقات أقل إجمالاً من الرجال
جة القصور والإمارات العربية والبحرين وفلسطين، ويجب أن تؤخذ هذه المعدلات بنوع من الحذر نتي

في الحصر الناتج بدوره عن إحجام المواطنين عن الإبلاغ عن حالات معينة من الإعاقات لأسباب 
  ."اجتماعية
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  ]69[)00001فرد بين آل ( مقارنة انتشار الإعاقة بين الرجال والنساء حسب العمر بالسنوات في بعض البلدان العربية :01جدول
  الكل  60+  15-59  0-14

  البلد   العمر
  رجال  نساء  رجال  نساء  رجال  نساء  رجال  نساء

  25.3  10.2  29.0  21.3  34.2  10.9  6.3  4.6  لبنان

  25.4  23.0  149.7  76.7  24.1  21.3  12.2  10.7  عمان

  24.5  23.0  70.6  48.0  24.5  12.6  12.2  9.7  فلسطين

  12.2  8.6  35.5  25.9  11.8  8.3  10.8  7.0  قطر

  14.3  9.9  36.0  23.6  13.1  8.8  12.3  10.0  السعودية

  10.3  6.4  21.9  16.9  12.2  6.7  6.8  5.3  سورية

  13.0  19.3  53.0  59.0  8.3  5.0  10.0  9.0  الإمارات

  5.6  5.2  25.4  35.6  7.6  5.9  1.6  1.2  ليمنا

  

  
التخلف العقلي والشلل يشكلان الجزء الأكبر من الإعاقات في غالبية الدول ولكل من الرجال "... يذكر تقرير الأمم المتحدة أن 

. ائهاوهذا مدعاة على الاهتمام ذه الظاهرة وأمر يحث على القيام بدراسات وخطوات عملية لاحتو. "....والنساء
  .خاصة أن الدراسات الجديدة شبه معدومة في هذا اال في العالم العربي

  
  ]69[)00010فرد بين آل ( مقارنة انتشار الإعاقة العقلية بين الرجال والنساء في بعض البلدان العربية :11جدول

  سنة الدراسة  )الإعاقة العقلية(رجال   )الإعاقة العقلية(نساء   البلد

  1995  31.5  20.8  البحرين

  1996  17.5  15.3  مصر

  1994  12.0  12.2  الأردن

  1996  22.0  28.3  الكويت

  1994  23.4  26.0  لبنان

  1993  14.8  15.6  عمان

  1997  15.0  14.5  فلسطين

  1998  30.2  20.4  قطر

  1996  25.0  15.3  السعودية

  1993  17.9  13.4  سورية

  1995  22.4  19.1  الإمارات

  1994  13.8  23.7  اليمن
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7.III. الخلاصة:  

لمصابين  الهش لتقديم المساعدة والنصح الطبي ل      X مدى انتشار متلازمة الصبغي      عن   حاولت هذه الدراسة البحث     
 لكن مـا يـدعونا      ، من تقديم المساعدة النوعية للمرضى      البحث تمكنيلم  .  ا، وإلقاء الضوء على هكذا إعاقات     

 تبدو أقل بكثير من النسب المتوقعة، دون أن ننـسى أن  الهش X تلازمة الصبغيللتفاؤل الحذر أن نسب الإصابة بم
  .ى للإعاقات في اتمعهذا الأمر لا يعفي من الحاجة لدراسة الأسباب الأخر

  تدعو النتائج التي توصل إليها البحث للتعمق في مزيد من البحوث الجزيئية حول الأمراض الوراثيـة في سـورية،                   
ودراسة توزع أسباب الإعاقات في اموعات السكانية المختلفة، ومن ثم العمل على تحقيق الهدف الأساسي لكـل                 

  . وعية الحياةالدراسات الطبية ألا وهو تحسين ن

 قد تميل العائلات ذات الإعاقة الوراثية إلى عدم الموافقة على إجراء التحليل، في حين أن باقي العـائلات لا تبـدي       
بين أفراد العينـة،   الهش X تلازمة الصبغي بم كنسبة إصابة %0لم يكن مستغرباً الحصول على ، لذا نفسها المشكلة

 خطَأٌ تحيـزِي  قد تكون هذه الدراسة ذات      ). الأمهات بالتحديد (ن الأهالي   خاصة بعد رفض التحليل من العديد م      
Bias        كما تواجه هذه الدراسة مشكلة العـدد الـضئيل         .  في النتيجة باتجاه نقص للعدد النهائي للمصابين بالمتلازمة

  .نسبياً، لذا قد تكون الدراسات المستقبلية ذات العينات الأكبر ذات نتيجة مختلفة

هذه الدراسة في اهود العلمي المستقبلي في كلية الصيدلة بجامعة دمشق، وأن تـسهم التفاصـيل                تساهم  و أن   نرج
  .المسرودة على تلافي الكثير من الأخطاء المستقبلية، وعلى تشجيع دراسات أشمل وأكثر تفصيلاً
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  والدراسات المستقبليةالتوصيات  .8
  

 ومما يـساعد علـى      .للإعاقةأخرى  ب  اسب، بالإضافة لدراسة أ    بدراسة ذات عدد أكبر من العينات      القيام •
إجراء هكذا دراسة هي القوانين الجديدة التي اعتمدا وزارة الشؤون الاجتماعيـة والعمـل لتـسجيل                

ومن المهم في هذه الدراسة العمل مع الجهات الإرشادية الاجتماعية على إنشاء آليـة موحـدة                 .المعوقين
رجات الإعاقة وحسب الأسباب، مما يسهل من التعامل معهم وتأهيلهم وتقييم           لتصنيف المعوقين حسب د   
 .تطورهم ورعايتهم الصحية

لصيانة ومراقبة  خبر بأقل قدر من التلوث، وتحسين ا      إعادة تأهيل مخبر البحث العلمي، وإيجاد آلية لتسيير الم         •
ية في مخـبر البحـث العلمـي        العمل على طرح تحاليل الكيمياء الجزيئ      ، وذلك بغرض  الأجهزة والأدوات 

 . للعموم، على أن تساعد عائداا في تمويل الدراسات المناسبة

إطلاق برنامج وطني لتحديد العائلات التي تحمل هذه المتلازمة بغرض المساعدة على التعامل مع المعـوقين                 •
  .بشكل مبكر

متلازمـة   العقلية وخاصة في حالـة       دراسة تأثير وفوائد الأدوية الجديدة التي تقدم لتدبير حالات الإعاقة          •
 .الهش X الصبغي

 
 

.سابعاً


