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وسقتها بأعذب الامطار وعندما أثمرت   ,الاشجار ن زرعت في حياتي أجمل  لى م  إ

 رحلت, وقالت : أبقيت لكِ كل الثمار ولكن أخذتها مني يد الاقدار الى الواحد القهار  

 أمي الحبيبة الذي آلمني فراقها كما أفرحني وجودها

 والدي الذي رحل سمه بكل افتخار..اِالى من أحمل 

 الى من برّد ايامي الحارة بأمطار الفرح .. زوجي الغالي  

 ب أخي الحبي  .أن الحياة بلا أخوة ضعف لا قوة. مني بالى من علّ 

 الى من كانت لي ومازالت قارب حنان.. خالتي الغالية 

 عمتي الغالية لعذب الذي كان لي أحلى ما يجب ..الى المنهل ا

 العون .. أخ زوجي المحترم   يد   الحنون الذي مدَّ  لي الى الانسان 

 

 لكل العيون أهدي هذا البحث.. 
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 تقدير وال شكر  ال 
يس   الذي  العالمين  رب  لله  أمري الحمد  لي  بسعة  ,  ر  كثيراً  حمداً  أحمده  ودربي  عقلي  لي  أنار  والذي 

آله  وعلى  الأمين  محمد  أجمعين  الخلق  سيد  على  والسلام  والصلاة  خلقه،  وعدد  وصحبه    عرشه 

 أجمعين. 

كلية عمادة  الى  والتقدير  بالشكر  ,  أتقدم  الصرفة   للعلوم  الحياةورئاسة    التربية  علوم  لإتاحة    قسم 
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لما أبدوه من مساعدة وتوجيهات سديدة فضلًا عن تقديمهم للمساعدة  في كلية التربية للعلوم الصرفة  

العلمية الغنية , كما وأخص بالشكر الجزيل للمشرفين  الل ذين مهدا لي طريق العلم والمعرفة , و حملا  

أقدس رسالة في الحياة المشرف الاستاذ المساعد الدكتور  حميد محمود مجيد , والمشرف الدكتور  

المهداوي  القادر  عبد  مثنى  .                                                      المدرس  الدراسة  مدة  طيلة  والأخير  الأول  مرجعي  وكان 

 وأخص بالشكر الدكتور الفاضل فياض محمد شريف على مده يد العون لي . 

ومستشفى حماية الطفل بمدينة  مستشفى البتول التعليمي في بعقوبة    منتسبي  ويسعدني أن أشكر كل  

 الطب في بغداد قسم الامراض النزفيةالوراثية على المساعدة في جمع النماذج والعينات. 
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 لخلاصةا                                    

مرضى مصابين بمرض نزف الدم الوراثي نوع  عينة دم وريدي لذكور  44 تضمنت الدراسة جمع  

A   ومستشفى حماية    مصاب ,  15بواقع    بعقوبة  /ات كل من مستشفى البتول التعليميمن مختبر

الطب  بمدينة  لعام  مصاب    29بواقع     بغداد    /الطفل  نيسان  ولغاية  الثاني  كانون  من  وللمدة 

2012. 

مليلتر في إنبوبة إختبار و أضيف لها    2.5مليلتر من الدم الوريدي . وضعت      5تم  سحب  

الصوديوم  مليلتر من مانع تخثر    0.2 تأثير الإصابة  لمعرفة    Tri-sodium citrat   سترات 

زمن    و(  (Prothrombin timeالدم    على كل من زمن تخثر  A  بمرض نزف الدم الوراثي نوع  

(Activated Pro Thromboplastine Time)  تركيز فعالية عامل تخثر الدم الثامنFVIII    

الأوكسجين   منقوص  النووي  الحامض  لإستخلاص   الباقي   الطفرة    DNAوإستخدم  لتحليل 

 . IS-PCRالمسببة للمرض بتقنية 

البروثرومبين    تخثر  زمن  في  معنوية  فروقات  توافر  الى عدم  الإحصائي  التحليل  نتائج  أشارت 

للقياس, ويرجع    (Normal value)لدى  المرضى  المصابين  عند مقارنتها بالقيم الطبيعية   

هذا الى  إن سبب الإصابة بالمرض يعود الى نقص في أحد عوامل التخثر التي لها علاقة في  

التركيز   يعكس  البروثرومبين  تخثر  زمن  إختبار  وإن  الداخلي,  المسلك  ذات  الدم  تخثر  عملية 

 والفعالية السوية لعوامل التخثر ذات المسلك الخارجي وتصنع هذه العوامل بالكبد. 

كما أشارت نتائج التحليل الإحصائي الى توافر فروقات معنوية في زمن تخثر الثرومبوبلاستين   

الطبيعية   القيم  المصابين عند مقارنتها  مع  المرضى  للقياس    (Normal value)الجزئي لدى 

لأن إختبار زمن تخثر الثرومبوبلاستين الجزئي يعكس مختبرياً فعالية وقف النزف الدموي لعوامل  



.وإنخفاض  معنوياً   (FXII,FXI,FX,FIX,FVIII)التخثر ذات المسلك الداخلي والتي تشمل  

في فعالية  عامل تخثر الدم الثامن في  معظم  مجاميع المرضى المصابين  بمرض نزف الدم 

, وذلك لكون   severeوخصوصاً أن المجاميع المصابة جميعها من النوع الحاد     Aالوراثي نوع  

 .   %  1تركيز فعالية عامل تخثر الدم الثامن هي أقل من 

النووي  الحامض  إستخلاص  الدنا    تم  الأوكسجين  تركيز   (DNA)منقوص  تقدير  نتائج    وكانت 

-2), أما النقاوة تراوحت بين    ug 60.000,50,000,35.000ونقاوة الدنا المنقى تراوحت بين  

كان  (1.7 بتقنية  والإستخلاص  للمرض  المسببة  الطفرة  تحليل   Inverse-Shifting  لغرض 

PCR  (IS-PCR)    سريعة تقنية  بأنها  التقنية  هذه  وأعُطت وتميزت  غضون    ,  في    24النتائج 

 . ساعة 

قد     ((Inv22type I    22أما  نتائج تحليل الطفرات فقد أشارت الى أن طفرة إنقلاب الأنترون  

   Inv22 type IIوتضاعف ترددها بمقدار خمس مرات تردد طفرة   31.8%شكلت نسبة  

نسبتها   شكلت  البعيد     %   4.55التي  الطرف  إن  السبب  كلما    distalويرجع  قرباً  أكثر  يكون 

إتجهنا نحو تيلومير الكروموسوم  بسبب إن عملية إنطواء الدنا أسهل  وهذا هو سبب إنقلابات 

من جين العامل الثامن , وهذا النوع من إعادة الإتحاد المتماثل    50bpالجينيوم وفقدان أكثر من  

يحدث بكثرة كلما إتجهنا نحو تيلومير كروموسوم  العامل الثامن ,  وكانت نتائج الدراسة تشير  

 % .    9.09من جين العامل الثامن بنسبة   1الى توافر أنقلاب في الانترون 
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  Introduction . المقدمة 1

 A مرض نزف الدم الوراثي نوع   1-1

عتلال نزفي وراثي خطير  إ   بأنه      A  Haemophilia A  مرض نزف الدم الوراثي نوعيعُرف  
مرتبطة     genes   Recessiveاً عن طريق جينات متنحيةوراثيوينتقل    ,الإنسان  يصيب    وشائع  

بتكرار أعلى من  ولذلك يظهر المرض في الذكور  ,    Xبالجنس ومحمولة على كروموسوم الجنس  
في   االإناث  ظهوره  الإناث  دون  الذكور  على  النزف  أعراض  يكن  وتظهر  أعراض  للواتي  بدون 

asymptomaticالذكور واحد لكل خمسة آلاف     ، و بالمرض بين المواليد  تبلغ نسبة الإصابة 
 ,.A   %85    (Schwarts et alمنهم بمرض نزف الدم الوراثي نوع    ينوتحتل نسبة المصاب 

2012, Ceskych and Habart,2005)  ,   ويحدث المرض بسبب نقص في عامل التخثر 

جين    FVIIIالثامن   تصيب  طفرات  وفعليFVIII geneالثامن    التخثر    عامل  نتيجة  كل    اً ، 

طفرات   بالمرض    المصابين تحدث  إنقلاب    ترافقهم  تتابعمؤذية  الثامن   في  العامل     جين 

F8gene  (Rossetti  et  al.,2011)  مستويات فعالية عامل التخثر  ب. وترتبط شدة المرض

الدم    FVIIIالثامن   حاد    إذ في  إلى  المرض  فعالية      Severeيصنف  مستويات  تكون  عندما 

الدم   بلازما  في  الثامن  من  العامل  فعالية    Moderateوإلى    %1أقل  مستويات  تكون  عندما 

الدم بلازما  في  الثامن  بين   العامل  فعالية    Mildوإلى    % 1-5تتراوح  مستويات  تكون  عندما 

 .   % 5-35  العامل الثامن في بلازما الدم تتراوح بين

  qالمسؤول عن تصنيع بروتين العامل الثامن قرب النهاية الطرفية من الذراع الطويل  يقع الجين  

الجنس   من    X  (Xq28)لكروموسوم  الجين  تشفير    26يتألف  هذا    (Exons)منطقة  ويمتد 

مسافة   على  مراسل    186Kbالمورث  رنا  جزيئة  ويعطي   . الجينيوم  طول    mRNAمن  على 

9KB    (Hay et al.,2000;McKenna  et al.,2005;Tantawy,2010)    الجين وهذا 

 . (Lenting et al.,1988 ( يشفر إلى بروتين العامل الثامن 



في جين العامل الثامن التي تنشأ  نتيجة العيوب الجزيئية    Aمرض نزف الدم الوراثي نوع  يحدث  

هي   . ومن هذه  Heterogeneousنتيجة سلسلة واسعة من الطفرات المتغايرة المنشأ  الطفرات 

الطفرات النقطية التي تتضمن  طفرات الحذف ، وطفرة الإنقلاب ، والطفرة اللاحسية  وطفرات 

 مفقودة التغير قالب القراءة  وعدد كبير من الطفرات التي تحدث بموقع القطع والطفرة 

(Pattinson et al., 1990,Awidi et al.,2010,Rossetti et al.,2011 ) 

  Inversionهي طفرات الأنقلاب     Aأهم الطفرات المسببة لمرض نزف الدم الوراثي نوع  ومن  

من    45-50%وتحدث هذه الطفرة في  ,   FVIII geneمن جين العامل الثامن   22في الأنترون 

  من المصابين   5%وتشكل    1وطفرة الأنقلاب في الأنترون    ,  الحاد بالمرض    ينحالات المصاب 

   .(Andrikovics  et  al.,2003) بالمرض 

  ( UKHCDO  Haemophilia Center Doctors Organization)    UKإستناداً الى مركز

إنه   (Haemophilia genetics Laboratory Network)الهيموفيليا  وشبكة مختبرات وراثة  

أولا  شدة  يجب  ؛    تحديد  العائلة  في  الوراثي  الدم  نزف  الالأمرض  نوع  في  تؤثر  ستراتيجية  نها 

للمرض   المسبب  الوراثي  الخلل  عن  للكشف  للمرض    ؛المستخدمة  الحاد  الشكل   severeلأن 

haemophiliacs     الأنترون في  الإنقلاب  حالات  عن  الكشف  أولًا    1والأنترون    22يتطلب 

ولأهمية    %.  45-50مدخل المساعد في تحديد الطفرات المسببة للمرض الحاد بنسبة  بإعتباره ال

والخطوة الأولى في الكشف عن نوع الطفرات  ,  الكشف عنها حجر الأساس    عد  فقد    هذه الطفرات 

 . (Chetta et al.,2008) المسببة للمرض 

 اا للطبيعة الجزيئية لمورث العامل الثامن ) من ناحية الحجم وتعقيد التركيب ( يلاحظ أن عدد نظرا 

حاولو  اا كبير الباحثين  الطفرات  وتطويرها     مبدعة  التقنيات  ال  تصميم    ا  من  عن  ,    للكشف 

 .  (Rossetti et al.,2011)والتنميط الجيني للمرض 



التي وصفت    Southren Blotللكشف منها طريقة تحليل وصمة سوذرن    طرائق عدة    وهناك  

قبل   الطريقة  لاتزال    إذ  ((Lakich  et  al.,1993من  منطقة     تعد   هذه  في  الدراسات  من 

  خلال التسعينات وأستخدمت ,  Genotyping Inversion intron 22التنميط الجيني لإنقلاب 

إبتكر ذلك  أبسط وأكثر سرعة وأقل كلفة   Steven Sommerوبعد  المتحدة طريقة  الولايات  في 

؛    Polymerase Chain Reaction (PCR)استخدم تفاعل البلمرة المتسلسل    إذ وأكثر رغبة  

 .   (Liu  et  al.,1997)لذلك أصبحت هذه الطريقة هي الخيار البديل في العديد من المختبرات 

وهذه     Inv22 genotypingطريقة بديلة لتشخيص     al.,2005)    et  (Rossettiت ممص  وقد  

المقلوب    الطريقة هي البلمرة  تفاعل    Inverse Shifting –PCR   (IS-PCR)  تغير نواتج  

يراد  مضاعفة قطعة دنا   وتستعمل عندما    PCRالـوهي نوع مختلف من تفاعل البلمرة المتسلسل 

فر لدينا بادئ متخصص لها (مرتبطة بأحد طرفي تتابع دنا معروفة. وطبقت اغير معروفة )لايتو 

 (Abou-Elew et al.,2011)هذه الطريقة لأول مرة في دولة مصر العربية من قبل الباحثة  

 .   Aعلى مجموعة من المصابين بمرض نزف الدم الوراثي نوع 

 

   الهدف من الدراسة : 2-1  

الأنترون   الناشئة في  الطفرات  أهمية  تحديد  إلى  الدراسة  هذه  جين    من  22و    1تهدف 

FVIII gene          تقنية  باستخدامالعراقي   المجتمعودورها في إحداث المرض فيIS-PCR . 

 

 

 



 Literature review. إستعراض المراجع  2

 :  Blood diseasesأمراض الدم  1-2

اض خلقية ) فطرية ( منذ الولادة  و تكون أما أمر   أو تركيبه    الدم  وضائف    تؤثر فيهي أمراض  

. هناك ثلاثة أنواع من أمراض الدم  أو تكون أمراض مكتسبة , ثية مورثةورا  اعتلالات تنتج عن و , 

 هي :  

 : أمراض التخثر  1-1-2 

أكثر    منيعد  ي  الذ   نزف الدم الوراثي    ن الخثرة مثل مرض وتكوي  ,  تتعلق بالنزيف  عتلالات هي إ 

الأمراض الوراثية الشائعة التي تصيب الإنسان والتي تحدث بسبب نقص في أحد عوامل التخثر. 

ويليبرند  فون  فون    von willebrand disease  ومرض  عامل  في  نقص  بسبب  يحدث  الذي 

  ( (Van den Biggelaar and A M .Bouwens,2011  ويليبرند. 

 أمراض سرطانات الدم الخبيثة :  2-1-2 

السرطانات  أنواع  تكوين    ,  وهي نوع من  الى  الدم وغالباً وتؤدي  تكون  ما   أعداد كبيرة من كريات 

ي توهي شكل من أشكال سرطانات الدم ال   Leukemia  عديمة الوظيفة ومن أمثلتها اللوكيميا

البيض      فيه  تتضاعف الدم  الناضجة  خلايا  العظمغير  نخاع  طبيعية  بداخل  غير  .    بصورة 

(Patel et al.,2005) 

 أمراض الهيموغلوبين :  1-2- 3 
الحمراء  الدم  كريات  داخل  الهيموغلوبين  صبغة  على  تؤثر  التي  الأمراض  من  مجموعة  وتشمل 

والغالبية العظمى من هذه الأمراض هي ,  يؤدي الى قصور في عمل كريات الدم الحمراء    مما



وهو إعتلال وراثي يؤثر على نتاج    Thalassemia  ومن أمثلتها مرض الثلاسيميا  أمراض وراثية

الطبيعي المتوسط,    الهيموغلوبين  الأبيض  البحر  سكان  في  شائع   Nurden and).  وهو 

Nurden,2008)  

 : Blood coagulation Processتخثر الدم   عملية  2-2 

الشكل غير الزايموجينات    خلالها  سلسلة من التفاعلات التي تتحولل  نتيجةويه  الدم  ةخثر تكون الت

تكوين خثره الفايبرين غير  ب   بلازما الدم، وتنتهي سلسلة هذه التفاعلات الفعال  الى أنزيم فعال في  

التوازن  يلعب    .((Ramanarayanan ,2005ذائبة  ال الذي    Haemostatic systemنظام 

في حماية حياة الإنسان من خلال    رٌ حيويُّ كبيرٌ دو   لهو   ,  ومحتوياتهايتألف من الأوعية الدموية  

يؤدي تمزق   اذ  ،( (McKenna  et  al.,2005; Schwarts  et  al.,2012عملية تخثر الدم  

تبدأ عملية تخثر ،خارج الوعاء الدموي  من الدم  كميات كبيرة    اندفاعالوعاء الدموي إلى     عندها 

التقليل من فقدان الدمالدم التي يجب أن تكون س  الدم تكون ريعة لغرض  بشكل    . وعملية تخثر 

العمليات    هبالنتيجة إلى تخثر الدم وتوقف النزف  وتحدث هذ   سلسلة متتالية من العمليات تؤدي  

 -:  بالتسلسل الآتي

وذلك   ؛  Vasoconstrictionفأنه يتقلص      Traumaعندما يصاب الوعاء الدموي ميكانيكيا

ا خلايا  تحطم  إن  الدم.  فقدان  من  للوعاءالظهارية    لطبقة  للتقليل  تحطم    والدموي    المبطنة 

  الصفيحات المنتشرة   جعل هذا الأخير بمواجهة  سوف ي)المادة الرابطة بين الخلايا(    الكولاجين  

و  الدموي  الوعاء  مستقبلات  في  خلال  من  بالكولاجين  مباشرة  بصورة  وتتماسك  تربط  التي 

الم سطح    توافرةالصفيحات  الدموية  على  المستقبلات   ,  الصفيحة  بروتينات   وهذه  عن  عبارة 

من الشكل القرصي  ويؤدي الأرتباط الى تغيير شكل الصفيحات  ،(   Ia/IIa)تدعى    كربوهدراتية  

تطلق الصفيحة المفعلة       Shape changeإلى الشكل غير المنتظم بعمليات تدعى تغير الشكل



بالكولاجين   إلتصاقها  الدممحتويبعد  بلازما  داخل  إلى  المو   ,  اتها  هذه  عامل  ـالات  ـحتويـتشمل 

 von willebrandوعامل فون ويليبرند    Platelet activating factorالمنشط للصفيحات  

factor     المهمةيعد  الذي العوامل  الأنسجة    من  إصلاح  مخزوناً إذ    في  أجسام   يكون   داخل 

Weibel  plade  bodies  (WPBs)    إمتدادات لعضيات     وهذه الأجسام هي عبارة عن 

والتي لعامل  ا  لهذا   المتضمنةالظهارية  المبطنة للوعاء الدموي    الطبقة    مفرزة خاصة من خلايا

  TXA2( Thromboxan A2) د ويع .(Valentijn et al.,2011)في إصلاح الأنسجةتشترك 

في    توافرالم  A2أنزيم الفوسفولايبيز  ط  نشي  ات الدموية  كماتجمع الصفيحالتي تسبب  من المواد  

حامض    حولت وي,    حامض الأراشيدونيك من الدهون الفسفورية للغشاءل  المحرر  غشاء الصفيحة

الثرومبوكسان    الأراشيدونيك   على  A2إلى  يساعد  الذي  وتحرر   وهو  الصفيحات  تجمع 

وهما   ,  والسيروتونين  ((Adenosine Di Phosphate    ADP  ومن المواد الأخرى   محتوياتها.

الصفيحات  تجمع  من  الصفيحة  ,  الدموية    يزيدان  سدادة  تتكون   Platelet Plugوعندها 

(Thiagarajan  

  et  al., 2013)  .  المرحلة الاخيرة هي تكوين خيوط الفايبرينFibrin Thread    في الموضع

بما يملكه    نتتكون السدادة فضلًا عن مساعدة سطح الصفيحات على تشكيل الثرومبي   إذ الأولي  

حينها يكتمل تجميع كريات الدم الحمر وكريات الدم     ,من قدرة فعالة في تجميع عوامل التخثر

 ,  Michael ).الاوعية الدموية الممزقة  غلق  البيض وتتكون الخثرة الدموية وهنا يكون قد تم  

  توافر معظم السائل الم  وأن   بعد دقائق من تكون الخثرة تبدأ عملية تقلص ألياف الفايبرين    (2002

التخثر   عوامل  معظم  الى  بالاضافة  الفايبرينوجين  من  تخلصه  بعد  المصل  هو  الخثرة  في 

(Columan  et  al., 1987; Guyton  and  Hall, 2006)آل تبدأ  أخيراً  انحلال  .  ية 

ع   Fibrinolysisالفايبرين   تقوم  فسلجية  عملية  الفايبرين  وهي  ترسبات  إزالة  أساس  غير  لى 



العديد من   ةخثر   Liquefactionويحدث خلالها تسييل  ,  طبيعية  ال الفايبرين عن طريق فصل 

الببتيدية   ذائ,    للفايبرين   الأواصر  القطع غير    . ةبوتكوين قطع غير  التخلص من هذه  ثم  ومن 

الخلايا  بذائال طريق  عن  الكبرى    ة   ;Macrophages  (Adcock et al.,2002البلعمية 

Guyton and Hall,2006) . 

 :   Blood Clotting Mechanism آلية تخثر الدم 2-3

والذي له القدرة على شطر الفايبرينوجين وهو احد  ,  تكوين أنزيم الثرومبين  الآلية التي تؤدي ل  هي

الكبد   في  المخلقة  الذائبة  البلازما  الى  بروتينات  إياه  غير    محولًا  الفايبرين  خيوط  من  ألياف 

  (2-1)وحسب مامبين بالشكل  لتخثر الدم ت مساراثلاثة  الذائبة. ثمة 

 (Payandeh et al.,2011; Mc kenna  et  al., 2005) . 

بالتماس(  المنشأ  الداخلي  التخثر  مسار1-3-2   التفعيل   The intrinsic  :)مسار 

Coagulation Pathway        

و عند تعرض الدم الى سطح مشحون  أيبدأ هذا المسار عندما يصاب الوعاء الدموي بجرح ما  

 -:أن تحصل حالتان الاستجابة لهذه المحفزات يمكن  وفي حالة ,   بشحنة سالبة مثل الزجاج

 .FXIIa النشطالى الشكل  النشطغير   FXIIتحول العامل الثاني عشر  الحالة الأولى:

الثانية: الصفيحات     الحالة  العامل  إذ تنشيط  النشط    إن  عشر  أنزيم    FXIIa  الثاني  هو 

Protease   الحادي عشر    العامل    يحولFXI  الحادي عشر النشط  الى العامل  FXIa   وهذا

يتطلب   و      HMWK (High Molecular Weight Kininogen)جزيئه    توافرالتفاعل 

Prekallekrein.   يعمل العامل الحادي عشروFXIa      على تحويل العامل التاسع  النشطFIX  



النشط   الى عامل   العاشر      FIXa  التاسع  العامل  بدوره يحول  العاشر   الى عامل    FXوهذا 

 .    FXaالنشط

  Prothrombinهو تحويل جزيئة البروثرومبين  النشط       FXaوظيفة عامل تخثر الدم العاشر  

عامل    توافروحتى يتم هذا التحويل يتطلب   Thrombinفعالة    ثرومبين    غير الفعالة الى جزيئة

الخامس   الدم  الفايبرين     FVaالنشط   تخثر  الى  الفايبرينوجين  تشطر  التي  الثرومبين  وجزيئة 

 آنذاك بشكل خيوط اشرطة الفايبرين.   توافرالم

المنشأ2-3-2   الخارجي  التخثر  :)  مسار  النسيجي(  العامل   The Extrinsic  مسار 

Coagulation  pathway    

لمسار العامل النسيجي في تحفيز حدوث عملية تدفق الثرومبين تلك العملية    يتمثل الدور الرئيس 

الثرومبين أنزيم  إفراز  الفور  يتم من خلالها على  التخثر من حيث    التي  أهم عناصر  يعد  الذي 

العامل وينتشر   ، الدم  تجلط  عملية  تفاعلات  تنشيط  في  يلعبها  التي  النشط   الأدوار    السابع 

FVIIa    الأخرى التجلط  عوامل  من  نشط  عامل  أي  من  أكبر  بكميات  النشطة  صورته  ,  في 

 -تي: وتحدث العمليات بالتسلسل الآ

عن مسار الدورة الدموية    FVII  السابع    بعد إصابة أحد الأوعية الدموية . ينفصل العامل–  1

اللمفية   النسيجي )الخلايا  ويتحد مع العامل النسيجي الذي تحمله وتنقله الخلايا الحاملة للعامل 

  السابع النشط   منشطاً )يتألف من العامل النسيجي والعامل  اً معقد   اً وخلايا الدم البيض( مكوناً مركب

FVIIa  ,  وإختصارهTF-FVIIa)) . 

 .  X,IXالتاسع والعاشر  بتنشيط العاملين  TF-FVIIaيقوم مركب    – 2



العامل  –  3 تنشيط  والعامل     VII  السابع  يتم  الثرومبين  بفعل  النشطنفسه    XIaالحادي عشر 

 . Xa العاشر النشط والعامل

النسيجي    –  4 العامل  مسار  مثبط  غالباً   Tissuse Factor Pathway Inhibitor يقوم 

(TFPI) العاشر النشط  على الفور بتثبيط نشاط العاملXa  بفعل مركبTF-FVIIa. 

بالعامل     Xaالعاشر النشط  يقوم كل من العامل    –  5 المتمثل  له  المساعد  والعامل  الخامس   ا 

وتحويله    FVaالنشط   البروثرومبين  بروتين  تنشيط  على  يعمل  الذي  البروثرومبين  أنزيم  بتكوين 

 الى الثرومبين.

في شلال التخثر بما في ذلك    توافرة  بعد ذلك ،يقوم  الثرومبين بتنشيط العناصر الأخرى الم  –  6

تنشيط العامل  ي)اللذ   V,VIIIالثامن والخامس    العاملين   الذي   XIالحادي عشر    ن يعملان على 

العامل بتنشيط  بدوره     VIIIالثامن  (. وكذلك يقوم الثرومبين بتنشيط العامل    IX  التاسع    يقوم 

 وتحريره من إلتصاقه بالعامل فون ويلبرند.

للعامل       VIIIa  الثامن النشط  يعد العامل  –  7 المساعد  العامل  النشط    هو    إذ ،    IXaالتاسع 

  X   (Steffel  et  العاشر  يتحدان معاً لتكوين المركب الأنزيمي الذي يقوم بدوره بتنشيط العامل

al.,2006) . 

 :  Final Common pathwayالمسار النهائي المشترك  3-3-2  

ال جزيئه  تتحول  المسار  هذا  جزيئفي  الى  الفعالة  غير  ب  ةبروثرومبين  الفعالة   توافر الثرومبين 

النشطعامل  ال الفايبرينوجين  ,     FVaالخامس  بشطر  الثرومبين  يقوم   الذائب     وحينها 

Soluble  الى الفايبرين غير الذائبInsolubleعامل التخثر الثالث    توافر، ويعجل هذا التحول ب



النشط   الفايبرين  FXIIIaعشر  خثره  ثبات  من  يزيد  الفايبرين    هاواستقرار   الذي  يتحول  بعدها   ،

مرتبط فايبرين  خثرة  الى  الذائب    Cross Link fibrin Clot  (Marlar  et  اً غير 

al.,1982;Bombeli and Spahn,2004) . 

 

 

 . آلية تـخثر الدم  (2-1شكل  )
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لا عندما  تحدث  التي  الاعتلالات  من    هي  الدموية  الأوعية  جرح  موقع  في  الدم  تخثر  يحصل 

تالي  الوب,  تمنع من استمرار النزف  لوية وتتكون سدادة الصفيحة  الدمفيحات  ق الصاتصال  خلال

الفايبري  شبكة  الجرحتتكون  منطقة  تسد  التي  الأصلية    ( Rijken and Lijnen,2009  )  ن 

 (  ,. Dalal et al  2006( أهم أعتلالت النزف الوراثية )  1-2ويلاحظ في الجدول رقم )  

 

 . أهم اعتلالات النزف الوراثية(2-1)جدول 

 الإعتلال ت
الوراثة والموقع 

 الكروموسومي 
 التشخيص  المضاعفات والأعراض 

1 
Inherited 

Thrombocytopenia 
 

نزيف على شكل بقع في مناطق  

مخفية تحت البشرة  ونزف 

ضمن الأغشية المخاطية 

 وخروج دم من التقيؤ والخروج 

نقصان عدد الصفيحات وقياس  

زمن تخثر الثرومبوبلاستين  

طبيعي وقياس   aPTTالجزئي 

 زمن الفايبرينوجين طبيعي 

2 

Thrombasthenia 

(impaired  Platelet 

function )  مثل مرض

Glanzmann   ومرض

Bernard Soulier 

وراثة جسمية  

 متنحية

نزيف متنوع الخطورة وزيادة  

النزيف بعد أثر كل عملية  

 جراحية

فحوصات تجمع وإلتصاق  

 الصفيحات 

3 
Haemophilia A(FVIII 

deficiency) 

وراثة متنحية 

مرتبطة 

ومحمولة على  

كروموسوم 

 Xq28الجنس 

نزيف تلقائي داخل المفاصل  

وضمن القناة البولية والقناة  

المعوية  وطول فترة النزيف  

 بعد أثر عملية جراحية 

ونقصان   aPTTزيادة زمن 

فعالية العامل الثامن  لكن  

مستويات العامل فون ويلبرند  

 طبيعية

4 
Haemophilia  B(FIX 

deficiency) 

وراثة متنحية 

مرتبطة 

ومحمولة على  

كروموسوم 

 Xq27الجنس 

نزيف تلقائي داخل المفاصل  

وضمن القناة البولية والقناة  

المعوية  وطول فترة النزيف  

 بعد أثر عملية جراحية 

ونقصان   aPTTزيادة زمن 

فعالية العامل التاسع لكن  

مستويات العامل فون ويلبرند  

 طبيعية



5 

 vonمرض فون ويلبرند 

Willebrand disease  هو من

معظم إعتلالات وضائف الصفيحات 

الشائعة ويوجد في أنواع 

I,II,Pseude 

وراثة جسمية  

سائدة  ووراثة 

متنحية ومرتبطة 

بكروموسوم 

 Xالجنس 

نزيف من الأنف ومن القناة 

المعوية وطول مدة النزيف بعد  

عملية إقتلاع الأسنان وبعد  

 عملية جراحية

قد يكون   aPTTزمن تخثر 

مرتفع ,تلاصق وتجمع  

 الصفيحات يكون غير طبيعي 

 

 

 

6 

-1والذي يشمل  Iنقصان العامل 

Afibrinogenemia 

2-Hypofibrinogenemia 

3-Dysfibrinogenemia 

وراثة جسمية  

متنحية على  

كروموسوم 

-4q23الرابع 

34 

الشخص المصاب بمرض  

hypofibrinogenemia   قد

يعاني من نزيف يتراوح من 

 المتوسط الى الحاد 

 زمن تخثر 

aPTT طويل  وزمن 

 طويل  PTتخثر 

 ونسبةى ومستو

 الصفيحات طبيعية 

 

7 

 والذي يشمل  IIنقصان العامل 

1-hypoprothrombinemia 

2-Dysprothrombinemia 

 

وراثة جسمية  

 متنحية

11p 11q-12 

نزف من البشرة ومن الأنف  

وطول المدة وزيادة بالنزف مع 

جروح صغيرة بعد أثر عملية  

 جراحية

 

 

 طويل  PTزمن تخثر 

وزمن  FIIقياس فعالية العامل 

 طويل  aPTTتخثر 

 

8 

 Owrens diseaseمرض 

 FVنقصان فعالية العامل 

Parahaemophilia 

وراثة جسمية  

-1q21متنحية 

25 

نزف من البشرة ومن الأنف  

وطول المدة وزيادة بالنزف مع 

جروح صغيرة بعد أثر عملية  

 جراحية

 Bleeding timeزمن النزف 

قد يكون طويل وزمن تخثر   

PT   طويل وزمن تخثر

aPTT    طويل ونقصان فعالية

 FVالعامل 

9 
Factor FVII 

(Proconvertin) 

وراثة جسمية  

 متنحية

نزيف من الأغشية المخاطية  

وزيادة النزيف من العضلات أو  

المفاصل ونزف من الأغشية 

العصبية ومشاكل متعلقة 

 بالجهاز العصبي المركزي 

 

 طويل  PTزمن تخثر 

طبيعي    aPTTزمن تخثر 

 VIIوقياس فعالية العامل 

10 
 FXنقصان فعالية العامل 

Prower factor deficiency 

وراثة جسمية  

 13q32متنحية 

نزيف من الأغشية المخاطية  

ومن المفاصل والعضلات  

 والقناة المعدية

 

قد يكون طويل   PTزمن تخثر 

طبيعي   aPTTوزمن تخثر 

ونقصان بقياس فعالية العامل  

FX 

 

11 

Haemophilia C 

  FXIنقصان فعالية العامل 

Rosenthal  Syndrome 

وراثة جسمية  

 4q35متنحية 

زيادة النزف بعد أثر عملية 

 جراحية وخروج دم مع البول 

طويل    aPTTزمن تخثر 

طويل  وقياس   PTوزمن تخثر 

 FXIفعالية العامل 

 

 



 

12 

 FXIIنقصان العامل 

Hageman factor 

deficiency 

وراثة جسمية  

 5q33متنحية 

عموماً لاتوجد أعراض لكن من 

التخثر  المتوقع زيادة  في 

Thrombosis 

طويل    aPTTزمن تخثر 

طويل     PTوزمن تخثر 

 FXIIوقياس فعالية العامل 

 

13 

 FXIIIنقصان العامل 

Stabilizing factor 

deficiency 

وراثة جسمية  

 متنحية

A-subunit 

6p24-25 

B-subunit 

1q31-32 

 زيادة بالنزف بعد أثر صدمة

طويل   aPTTزمن تخثر 

طبيعي   PTوزمن تخثر 

 FXIIIوقياس فعالية العامل 

 

نقصها  بالدم  تخثر موجودة  عوامل  نقص  عن  ناتجة  أخرى  أعتلالات  هناك  أن  كما 
   -:يسبب أعتلالًا وراثياً وهي 

1-High Molecular weight kininogen deficiency (HMWK)   عامل  أو 

Williams factor:-   هذا البروتين من عوامل تخثر الدم ويسمى بنظام  kinin-kallikrein .  

البر  هذا  بايولوجيةيمتص  مواد  من  السطح  من  أ  وتين  من  داخل  تنشأ  الدم  ملامسة  او  حتكاك 

من العوامل    ويعد هذا العامل,  بالسطح    البايولوجية    ه المواد . يدور في الدم بسرعة وتمتصالجسم

الداخلي التخثر  مسار  في  بالأشتراك    Intrinsic coagulation pathway  المبكرة 

Higashigama et al.,1986)    ) 

هذا العامل يحل محله    -:Fletcher factor  أو عامل   Prekallikrein (pk)  عامل  -2

 Kinins  (Dasanuالكاينيز    وينشط  serine protease  الذي هو    kallikreinبالبلازما  

and Alexandescu,2009)    
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النزف الوراثية المتنحية المرتبطة    اعتلالات هو صنف من    مرض نزف الدم الوراثي )الهيموفيليا(

الجنس   كروموسوم  على  السيطرة  Xوالمحمولة  في  الجسم  قابلية  خلال  من  المرض  ويصنف   .

الدم   تخثر  عملية  الخثرة  أو,  على  الن  تكوين  وقف  في  الأوعية  المستعملة  تتحطم  عندما  زيف 

الهيموفيليا( بسبب نقص في فعالية  يحدث مرض نزف الدم الوراثي )  . (Konkle,2011)  الدموية

تخثر للناعور   والذيالثامن    الدم  عامل  المضاد  بالعامل    Antihemophilic Factor  يعرف 

(AHF)  (Sergue et al.,2002) 

 

 

 :ثمة ثلاثة أنواع من هذا الأعتلال

وراثي متنحي محمول على    يهذا المرض هو أعتلال نزف  :  A  : مرض نزف الدم الوراثي نوعاولاً 

الجنس الثامن    X  كروموسوم  التخثر  نقص في عامل  تكون  سببه  فيما  الذكور  به  ويصاب 

 (Herrmann and Wulff;2004)  للمرض حاملة  اً الأناث غالب

وراثي متنحي محمول    ياعتلال نزف  : وهذا المرض هو   Bثانيا: مرض نزف  الدم الوراثي نوع  

 Mahajan et )  . تخثر الدم التاسعا سببه نقص في عامل ايضً  Xعلى كروموسوم الجنس  

al., 2004) 

يحمل    لا متنحي      وراثي   يوهذا المرض هو أعتلال نزف:  C  ثالثا: مرض نزف الدم الوراثي نوع

الجنس  كروموسوم  عشر ,    X  على  الحادي  التخثر  عامل  فعالية  في  نقص  بسبب  يحدث 



والأناث  الذكور  الجنسين  كلا  اليهودية   ويصيب  السكانية  المجاميع  في  ومنتشر    وشائع 

(Seligsohn et al.,2001). 

 : A (HA )Haemophilia A مرض نزف الدم الوراثي نوع  1-5-2 

ومحمول على  A  مرض نزف الدم الوراثي )هيموفيليا مرتبط  التخثر  إعتلالات  من  هو صنف   )

الجنس   من   كل خمسة آلاف  من  واحد    يصيب   .باً تأثير واسع الأنتشار تقري   ذي  Xكروموسوم 

وقد ثبت أنه ناتج عن نقص   ,  السنين  . تم أكتشاف المرض قبل مئات  اً حديث  ةمولود ال  الذكور  

  .المريض   الى    دمالطة نقل  تصحيح النقص بوسا  ما تم  عند 1840عام    في  أحد عوامل التخثر  

البلازما الطبيعية للمرضى المصابين بنزف الدم الوراثي يؤدي    وجد أن أعطاء  1911وفي عام  

المأخوذ من البلازما    الثامن    تم أثبات أن أعطاء العامل1937الى تقليل وقت التخثر .وفي عام  

الت عملية  تصحيح  الى  أدى  بالهيموفيليا  المصابين  المرضى  الى  الأشخاص  الطبيعية  لدى  خثر 

 .  (Mckenna  et  al.,2005) المصابين بالمرض 

حوالي    يتوافروفي كندا  ,بالهيموفيليا  اً مصابسنوياً  طفل يولد في الولايات المتحدة  1800هناك 

بهذا الأعتلال    اً صاب م   طفلاً   400  يتوافر  وفي بريطانيا   بهذا الأعتلال  اً طفل كندي مصاب    2500

الجمعية    .  (Jandle,1990)  سنويا  للهيموفيليا   وقدرت   Egyptian hemophilia  المصرية 

Society    ذكر مصري 100,000   حاله لكل   3,78المرض في مصر بـ  انتشار               

(Gab-Allah  and  Ahmed;1990)    المرض الملكيتسمية  هذا المرض    اطلق علىوقد 

Royal Disease  أن الملكة فكتوريا ملكة بريطانيا   إذ في اوربا،  نسبة لإنتشاره بالعوائل الملكية  

   .(Aronson,1973;Meacham and  Pedersen,1995) كانت حاملة للمرض 

 -: في البلازما إلى FVIIIحسب مستوى تركيز عامل تخثر الدم الثامن ب  Aوتصنف الهيموفيليا 



-A  حاد الشكل ال     Severe) )   عندما يكون مستوى فعالية عامل التخثر الثامن  FVIII  

   % . 1من                         أقل 

B  –  ال الثامن (   (Moderate  معتدلالشكل  التخثر  عامل  فعالية  مستوى  يكون    عندما 

FVIII                 5-1بين% . 

C- خفيفالشكل ال ( Mild) عندما يكون مستوى فعالية عامل التخثر الثامن FVIII  بين  

 (Kasper and Buzin,2007) % 35-5              

 Schwarts et) (2-2)الشكل الحاد  Aومن المظاهر السريرية التي يظهرها مرضى الهيموفيليا  

al., 2012)  داخل فراغات  فعندما يكدم المفصل يدخل الدم     ,    هي النزيف الداخلي بالمفاصل

   وعندها يبدأ المفصل بالتدهور ,    الأمد   وهذا النزيف مؤلم ويؤدي إلى إلتهابات طويلة   ،المفاصل

دائمية  تشوهات  عنه  الحركة    Synovial hypertrophy  ويتضخم   وتنتج  على  القابلية  ويفقد 

  Hemosiderin deposition  تجمع الحديد بالجسم ي و   ،  وتكون الأطراف غير متساوية بالطول

يتحطم الغضروف ويتكون كيس عظمي تحت    اً وأخير    Fibrosis  وبعدها يحدث تليف بالمفصل

  Sub chondral bone-cyst  (Bolton and Pasi -  ;2003;Heyworth  et  الغضروف

al.,2005) 

 

 

 

 



 

  .مظاهر السرسرية للمرض تضخم المفصل( ال (2-2 الشكل

 :  Factor VIIIالعامل الثامن6-2  

وظيفة  له    ,    Glycoprotein  هو أحد بروتينات تخثر الدم ومن نوع البروتينات المرتبطة بالسكر

المنشأ  الداخلية  التخثر  إن نقص هذا  .  ((Saenko et al.,1999  أساسية وجوهرية في عملية 

 (. (A Basu and Banerjee,2004  العامل يؤدي إلى الإصابة بمرض الهيموفيليا نوع 

 

 

 

 

 

 . ( العامل الثامن للتخثر2-3شكل )          

 inactive)قبل التنشيط    في الدورة الدموية الخامل المتوافر عامل التخثر الثامن يتألف بروتين 

pro-cofactor)     اً وعند التنشيط يقطع بفعل الثرومبين ويكون مؤلف ,  حامض أميني    2332من  

ثانويتين  من   وزنها  وحدتين  الكاربوكسيلي  الطرف  من  الخفيفة  مرتبط    80,000KD  السلسلة 

وإرتباط    ,  إرتباط كل من السطوح الفعالة للصفيحات النشطة من جهة  عن    بمعدن يكون مسؤولاً 

  NH2  الطرف الأميني ويرافقها  , (Spiegel et al.,2004)  عامل فون ويليبرند من جهة أخرى 



ذات السلسلة  ال جزيئي  ثقيلة  وتكون    .  90,000KD  (Kane and Davie,1988)  وزن 

مرتبطت بوساالسلسلتين  بعض  مع  الكالسيومان  أيون  هناك عوامل تزيد من أفراز العامل  و   ,   طة 

 Schwarts)  والإستروجين وكذلك التمارين   وهي الإبنفرين    إفرازه      من مستويات   وترفع      الثامن

 et  al.,2012).    الثامن اكدت أن الخلايا  وهناك دراسات عديدة عن التخليق  الحيوي للعامل

أما من  .  و المسؤولة عن خزن العامل الثامن وليس الخلايا الجيبانية    هي المنتج الرئيسالكبدية  

جزيئة  إفراز  يفرز    حيث  فإنه  الثامن  مع  العامل  الترابط  خلال  نوع من  من  بروتينات  من    عدد 

Chaperone    ,  الثامن والتي العامل  التي تشكل نسبة كبيرة من جزيئات  البروتينات هي  وهذه 

 .   (Spiegel  et  al.,2001 )تخزن بداخل الشبكة الأندوبلازمية

حقو الى  الثامن  العامل  بروتين  التماثل    بناء  وذلك      Domain  ل عدةوتقسم جزيئة    في على 

 (.   Schwarts et  al.,2012)   (2-4الشكل ) جزيئة البروتين  

 



 

 .   قطاعات في العامل الثامن للتخثر( تركيب ال2-4شكل )

المؤلفة من تجمعات  a1-a2- a3   بمنفصلات قصيرة هي   ان متماثلان ومحاط  A  إن القطاعين 

الأمينية الأحماض  الحامضية  Asp-Glu  من  بالمناطق  وذو   Cوالقطاعان    وتدعى   امتماثلان 

قطاع من  قريب  الدم  C  تركيب  تخثر  عامل   Lectin  بروتين  توافرالى    بالإضافة  FV  في 

discoidin  للدهن القطاعات   Bوالقطاع    ,   الرابط  القطاعات.  وهذه  بين هذه  تلعب    يتفرد من 

وإن إستقرارية جزيئة العامل الثامن    (Tantawy,2010).  وظيفة مهمة من وظائف العامل الثامن

 .  جزيئة  من جزيئة عامل فون ويليبرند  50في الدورة الدموية تعود إلى ارتباطها مع 



النصفي العمر  الثامن عند    Half-live  يبلغ معدل  بمستوياته    افرو تللعامل  عامل فون ويليبرند 

تقريب  12الطبيعية   حالة  .  اً ساعة  في  ساعتين  إلى  الثامن  العامل  عمر  نصف  معدل  وينخفض 

 . (Brinkhous,1975) غياب العامل فون ويليبرند 

   :  Antibodies formation تكوين الأجسام المضادة7-2  

  أو     Antibodies  ي تكوين الأجسام المضادة  ن أهم المشاكل التي ترافق مرضى الهيموفيليا هم

Inhibitors     والذي يحتوي  ،  فترة من أخذ العلاج التعويضي    ضد عامل تخثر الدم الثامن بعد

عالية   مستويات   ;FVIII   ( Hoyer,1994;Lollar and Aledort,1995  لعاملعلى 

Leissinger ,2004)    الم الدمالأجسام  تخثر  عامل  ضد  المتكونة  عن    ضادة  عبارة  هي 

النسيلة متعددة  مناعية    Poly  clonal (Fulcher  et  al;1987)    كلوبيولينات 

immunoglobinد عامل التخثر الثامن هي من نوع. وإن الأجسام المضادة المتكونة ض IgG 

بينت كثير من الدراسات ومنها     IgG4  (Lacroxi – Desmazes et al;2002)وبالتحديد    (

ن من الأستجابة للأجسام  ا إن هناك نوع  (  et  al., 2002   Saenko  )الدراسة التي قام بها  

التعويضي :   المضادة التي قد تتكون لدى  المرضى المصابين بالهيموفيليا بعد إستخدام العلاج  

وعندها يكون مستوى الأجسام   Low responders     النوع الأول يسمى بالأستجابة الواطئة  

أقل   الآ  ،  Bethesdau(BU/ml) 45من  المضادة  العالية  والنوع  الأستجابة  هو   Highخر 

responders    45 وعندها يكون مستوى الأجسام المضادة أكثر من Bethesdau(BU/ml)  .

تماثلاً    وجماعته   Wangوبين   هناك  الثا    ان  العامل  مثبطات  انتشار  المصابين  في  بين  من 

ال البلازما  بالهيموفيليا  من  المشتق  الثامن  بالعامل  فقط  عولجوا   Plasma derivedذين 

FVIII(Pd FVIII)  أو منFresh frozen plasma(FFP)    (Wang et al.,2010) . 



لية التي تعمل بها  الأجسام المضادة  التي تتكون في أجسام المرضى واضحة بالنسبة للعامل  الآ

ن  فإ . وبصورة عامة      ( (Rich etal;2003بالنسبة للعامل التاسع    اً لكنها أقل وضوح  ,  الثامن

فعالة فتؤدي إلى الالأرتباط بمواقع معينة من جزيئة  العامل غير  الأجسام المضادة قادرة على   

الجزيئة    شكل  في  تغيير  أن   (.(Vander Bom  et  al.,2003حدوث  الدراسات  وأظهرت 

العامل تدعى محددات مستضدية   الثامن تحتوي   جزيئة  تراكيب  ة على  متوافر  Epitopes   على 

المضادة   الأجسام  قبل  من  تميِيزها  يتم  التراكيب  وهذه  الجزيئة  قطاعات ,  سطح  في  وتتمركز 

C2,A2,A3    الثامن العامل  جزيئة    Reding et al .,2000;Gilbert and)من 

Drinkwater ,1993)  جزيئة العامل الثامن عند  الإرتباط مع  . وتعمل الأجسام المضادة على

يتم فيها إرتباط كل من العامل    إذ   (مواقع  الأرتباطــ )الجزيئة والتي تسمى ب  فيالمواقع  الحساسة  

إلى     von willebrand factor  فون ويلبرند  بالأضافة  الثامن  العامل  بجزيئة  التاسع  والعامل 

  (McMillan  et  al ;1988; Scandella et al.,2001)مواقع إرتباط الدهون الفوسفاتية 

 هناك عدد من الطفرات تكون مترافقة مع المخاطر العالية  لتكون المثبطات بدرجة كبيرة ومن  

الطفرات   Large mutidomain  deletions ,nonsense mutationهذه 

,isochromosomal introne 22 inversions  بها  دراسات    ت وأثبت الباحث      قام 

Oldenburg (1997)      خطر تكون الأجسام المضادة أو المثبطات تعتمد على نوع الطفرة  أن

الم الجين   توافرةالوراثية  التخثر   في  بروتينات  أو  التخثر  عامل  تصنيع  عن      المسؤول 

(Oldenburg et al.,2004)   .بمايقارب إ المضادة  الأجسام  تكوين  معدل  زيادة    %  40  ن 

نوع    يحدث   من  وراثية  طفرات  حدوث  من  يعانون  الذين  بالهيموفيليا  المصابين  المرضى  لدى 

الزيادة    أن    إلى   أشارت دراسة أخرى   بينما    .    (Fijnvadraat et al.,1997)القراءة الخاطئة  

النوع   من  الهيموفيليا  مرضى  لدى  المضادة  الأجسام  نسبة  في  مع    Aالحاصلة   توافريتزامن 



عن مساهمتها في فشل التعبير الجيني وفي تكوين    فضلاً   الطفرات من نوع الحذف و الإنقلاب 

تتكون    Primary antibodies  الأجسام  المضادة الأولية نّ إ   . (Liu et al.,2002) البروتين

التخثر   بعد  في بعض الأحيان   الذي يحتوي على عوامل  التعويضي و  العلاج  القليل من   أخذ 

المناعية  ي  وعز  الكلوبيولينات  من  مختلفة  أنواع  على  المريض  جسم  إحتواء  إلى     أما .    ذلك  

الثانوي الأجسام   النوع  من  بعض  إف  Secondary antibodies  المضادة  عند  تتكون  قد  نها 

بالهيموفيليا   المصابين  طويل,  المرضى  لوقت  العلاج  يأخذون   Briet  and  Peter  والذين 

لتكوين الأجسام المضادة يتراوح    م أن متوسط الوقت اللاز     Hay  الباحث    في حين وجد   .)  (2001

التعويضي  اً يوم  9-12بين   للعلاج  المستمر  التعرض  إ    (Hay,2002)  بعد  الأجسام    نّ , 

ة عند أخذ العلاج التعويضي في حالات  ل الثامن هي من التعقيدات الرئيسالمضادة لجزيئة العام

أن معظم   وجماعته   Salviato الباحث  وأشار  .severe Haemophilia A( sHA)الأصابة 

نقطية  طفرات  من  يعانون  الثامن    point mutation  المصابين  العامل  أفراز  من  تعيق  التي 

 .  (Salviato et al.,2007) بصورة طبيعية

 : FVIII Geneجين العامل الثامن 8-2  

يقع الجين المسؤول عن تصنيع بروتين العامل الثامن في النهاية الطرفية من الذراع الطويل 

q  الجنس جين    .X  (Xq28)  (Hay et al.,2000;Mckenna et al.,2005)  لكروموسوم 

   26يتألف هذا الجين من  . Kb 186 يبلغ طوله أضخم الجينات المعروفةمن العامل الثامن هو 

   نترون وتساوي هذه الأنترونات طولاً إ 25ومن    ،   bp  3106-69   إكسون تتراوح في الطول من

Kb 177,9  (Antonarakis,1988;Lollar and Aledort ;1995)  . ُزال هذه الأنترونات  ت

الأولي  المستنسخ  الإنضاج    في   من  عمليات  جزيئة  Splicing processأثناء    لتوليد 



mRNAF8  يتراوح طولها   ناضج يخزن في الخلايا الكبديةKb 9. (Lenting  et  al.,1988)  

الناضجة الجزيئة   هذه  الببتايد   mRNAF8  وتكون  المتعدد  البروتين  لنشوء  مصدر  هذا    .هي 

، جزيئة البروتين   plasmin  cerulo  (Vehar  et  al.,1984)   بروتين بلازمي رابط للنحاسال

ذات   الناضج    ا   أميني  ا  حامض  2351الإبتدائية  البروتين    ا  أميني  ا  حامض  2332تتألف من جزيئة 

لها دور في إفراز البروتين خارج    ا  أميني  ا  حامض  19يد حجمها مؤلف من ا وفي مقدمتها قطعة ببت

  F8gene  وبينت دراسة أجريت على تتابعات أنترونات جين .   (Haig  et  al.,1995)  الخلية  

  Kb  14  تتراوح طولها أكبر من  F8gene  أن هناك ستة أنترونات من أضخم أنترونات جين

هي  الأنترونات  طول   22والأنترون  .  1,6,13,14,22,25  وهذه  ذات  الأنترونات  أضخم    من 

32,8 Kb  (Gitschier  et  al.,1984,Lakich  et  al.,1993) . 

  Island  الكوانين والسايتوسين  تتابعات  غنية ب  منطقة    تتوافر  22الأنترون  منطقة  داخل   في  ن  إ

CpG  (Levinson et al.,1990)      حفاز عن  الإتجاه  يعملعبارة  ثنائي    بنظام 

Bidirectional   لإثنين من الجينات  F8Agene,F8Bgene  al .,1993) et   Lakich)    

الذي   F8Agene  (Peters and  Ross,2001)  ائف حفاز ظعلى و   Rossو    Peters  تعرف

لبروتين شفرة  نوع  أظهر    ويسمى   ،40KD Huntingtin-associated protein    من 

(HAP40)   مرض إلى  المصطلح  هذا  يصيب    Huntington disease  ويشير  إعتلال  هو 

متنحية   سائدة  وراثة  هو  المرض  وسبب  للإنسان  العصبي   Levinson  et al)الجهاز 

.,1990;Tuddenham  et al.,1994) . 

  ويكون بطول   .   (Valleix  et a l.,1999)  غير معروف الوظائف   F8Bgene  جين  بينما حفاز

2,5  Kb  (Levinson  et al .,1992) .التي    بتتابعات الكوانين والسايتوسين    والمناطق الغنية

  كبيرة أو   وتشمل هذه المناطق حذوفات صغيرة أو  ،   Hotspotاً من المناطق الساخنة طفوري  تعدُّ 



مكرر   meiotic cross over  الأختزالي   الأنقسامفي    عبورالأثناء  في      GCفي    حشر 

al.,2007 )  et  Ghosh ) 

 

      Xموقع جين العامل الثامن على الذراع الطويل من كروموسوم الجنس  ( 2-5شكل )

 . في المورث  22وتركيب الانترون 

يتألف من منطقة     F8 gene  من جين العامل الثامن   1إن الأنترون      Andrikovics  وأشار

نسخ ،  bp 1041  بطول بين  الكروموسومي  داخل  المتماثل  الأتحاد  إعادة  عملية  فإن    عندها 

intragenic     وextragenic     الأنقلابين يمنع تكون    وكلا  1,22ينتج عنه إنقلابات بالأنترون

ل الكامل  عنه     mRNAF8ـالطول  وينتج  الثامن  العامل  بروتين  فعالية   فقدان  يسبب  وعندها 

هيموفيليا  من  ذ   A  حالات  من  يالحاد  اقل  التخثر  عامل   Andrikovics et)    % 1  فعالية 

al.,2003) 



 

لجين العامل الثامن وعملية إعادة   22( طفرة الإنقلاب الأنترون  2-6شكل )           

 المتماثل.  الإتحاد

 : Aأنواع الطفرات المسببة لمرض نزف الدم الوراثي نوع  9-2

تم دراسة الطفرات المسببة لنزف الدم الوراثي في مئات المرضى والواضح من خلال هذا العدد 

الهائل من الطفرات أن الأساس الجزيئي للمرض متنوع جداً . ومن أنواع الطفرات التي تعد من  

  Point mutation   (Single  nucleotide  substitution)نقطية  طفرات العيوب الشائعة  

هي  و   Deletionsحذف    . وطفرات (Bowen,2001)  من المصابين%   90في    اً تقريب   توافروت

  (Antonarakis,1995)صابين ممن ال  %  10-5في    اً تقريب  توافرثاني عيوب الجين الشائعة وت

 في مرضى هذه من الطفرات النادرة    (inversion/insertion)  الانقلاب / حشر  بينما طفرات   ،



الأنقلاب    . ( Tuddenham  and Cooper.1994)الهيموفيليا طفرات     Inversionبأستثناء 

 Naylor et)  ،الهيموفيليا من النوع الحاد  مرضى ومنتشرة في  شائعةالتي تكون    22الأنترون  

al.,1993)  الطفرات النقطية التي تصيب مرضى الهيموفيليا :وتتضمن 

وتؤدي   ير من شفرة الحامض الأمينيهذه الطفرة تغ  Missense point mutation  طفرات 1-

 .  (Liu  et  al.,2001) الى تكوين حامض أميني مختلف

هذه الطفرة تغيير من شفرة الحامض الأميني إلى    Nonsense point mutationطفرات  -  2

الترجمة   توقف  )غير    translation stop codonشفرة  مبتور  بروتين  هي  والحصيلة 

 .(Dietz  et  al.,1993;Liu  et  al.,2001).فعال(

إفساد    mRNA splice site point mutationطفرات    -3 تحدث  الطفرة  موقع   اً هذه  في 

الأنضاج   أو  موقعmRNA spliceالقطع  تخلق  قد  أو  أنماط  ,    اً جديد   اً ،  كل  في  وتظهر 

 Duncan  and Miller.,1980;Tavassoli)(المتوسط –المعتدل -الهيموفيليا الثلاثة )الحاد 

  et al.,1998)   

أن هناك طفرات أخرى تقع خارج      Mazurierو  Nishino الباحثان    أكد  من ناحية أخرى  

تحدث    هذه الطفرات التي  ,  vWFوتؤثر على ربط العامل الثامن بالعامل  ,  مورث العامل الثامن  

  الثامن   ته للعاملتنقص من ألفو   (   FVIIIربط  في النهاية الأمينية من عامل فون ويلبرند )موقع  

، وهذا المرض  (  2N  (vWD2N)   al.,1989)   Nishino etوتسبب مرض فون ويليبرند  

العامل   قيم  نقصان  إذ   اً جسمي  اً وراثي  اً يظهر نمط  و  vWFفون ويلبرند  يمثل    عامل   أن جين  , 

vWF    رقم الكروموسوم  على  يع  ؛12 يقع  الكاذبة    د ولذلك  الهيموفيليا  من  المرض 

Hemophilia  Pseud  (Mazurier,1992)   .   رأشا Michiels      أن طفرةMissense   في



التي تضعف من ربط العامل   von Willebrand Factor(vWF)جين العامل فون ويليبرند  

vWF  ولكن لاتضعف من تركيز    ,    بالعامل الثامنvWF    وأنما تسبب من  ,  المتعدد الوحدات

  .(Michiels et al.,2009) سرعة إزالة العامل الثامن من الدم 

الثامن،  Roelse    الباحث   نبيّ  العامل  إفراز  على  تؤثر  أخرى  طفرات  هناك  قيم    إذ   إن  إن 

مستويات العامل الثامن قد تنخفض بالدورة الدموية نتيجة الطفرات التي تضعف من إفرازه ،إذ أن 

  618الى السايتوسين .وثمالات الأسباراجين    593الطفرة النقطية التي تحول ثمالات الأرجنين  

التراكم  .وهذا  الخلايا  داخل  الثامن  العامل  تراكم  تسبب  سوف  بروتين  أي  في  السيرين  الى 

إفراز إنخفاض ك  وإنخفاض  يفسر  قد  الطفرات  بأي من هذه  الذي سيظهر  الثامن  من    لالعامل 

وتو  الثامن  العامل  من   افرفعالية  المعتدل  بالنوع  المصابين  المرضى  بلازما  في  الأنتجين 

 .A (Roelse et al.,2000)الهيموفيليا  

ان هنالك طفرات في جين العامل الثامن تكون مسؤولة عن حالة المرض    Bagdanove  نوبيّ 

   Break point نقلاب جزئي في الجين مع نقطة انكسارطفرات تنطوي على  إ وهي  ,الحاد 

  الحاد   Aمن حالات الهيموفيليا %   40المسؤولة عن حوالي  وهي  من الجين   22في الانترون 

(Bagdanove et al.,2002) ،  تشمل   التي من الحذوفات الكبيرةالطفرات الناتجة  بقية أما

% من المصابين بالحالات الخطرة من المرض   5تقريباً في   تتوافر   bp 100أكثر من  

(Lakich et al.,1993;Naylor et al.,1993)  . 

من كل المختبرات في   بالمرض    اً مصاب   2,093بيانات من        Antonarakisالباحث    جمع  

ن  و مصاب%  35منهم   sHA  ــب من المصابين% 42في  منتشرة  العالم. أستنتج أن طفرة الأنقلاب  



 inv22 type II،  (Antonarakis etن بأنقلاب  و مصاب  %  7  و  ،inv22 type Iبأنقلاب  

al.,1995). 

أن المقدار الأكبر من الطفرات هي من نصيب     Oldenburg and  Rost      كل من    أشار

تفتقر    إذ    Male germ cellsالجرثومية الذكرية    طفرات الأنقلاب التي يكون منشئها الخلايا  

الكروموسوم   الثنائية  التيلوميرية  ،    bivalentالى الصفة  النهاية  انقلاب   الذي قد يسهل من 

telomeric end      من ويسهل  المفرد  الكرموسوم  ضمن  إفي  المتماثل  الاتحاد  اعادة  حداث 

ولذلك تكون طفرة    .   (intrachromosom homologous recombination)الكروموسوم  

الذكر   بأتجاه  ترتفع نسبة    إذ     male meiosisاثناء الانقسام الاختزالي  في  الانقلاب منشأها 

 female اثناء الانقسام الاختزالي  في  مقارنةً مع الإناث     1:15الانقلاب في الذكور بمقدار  

meiosis     تمتلك الإناث زوجين من كروموسوم    إذX   وبالتالي تمنع تكوين هذه   ,  ين  المتماثل

 .  (Oldenburg and Rost.,2000) العملية

الهيموفيليا      وجماعته    Jacqueminالباحث    اشار عن  المسؤولة  الطفرات  بالنمطين     Aان 

mild , moderate )   . )  سنة الاخيرة ،وكل هذه    15طفرة خلال     200أكثر من    قد بلغت

, ثامن، او إضعاف العمليات الخلويةالطفرات كانت تسبب أضعاف عملية انطواء جزيئة العامل ال

نقصان يتنج عنها  إفرا  اً والتي سوف  بطفي  الى  تؤدي  او  الثامن،  العامل  العامل   ءز  فعالية  في 

العامل   thrombinالثرومبين    طة  سابو الثامن   جزيئة  فعالية  استقرارية  من  تضعف  وكذلك   ،

فون   العامل  بجزئية  الثامن  العامل  جزيئة  ارتباط  خلال  من  وذلك  بالبلازما   وليبرند الثامن 

(Jacquemin et al.,2003) . 



  اً مصاب   515في    HAطفرة جديدة مسؤولة عن    95على    وجماعته    Guillet   الباحث    تعرف

فرنسا  406من   في  بالهيموفيليا  مصابين  أشخاص  لمعالجة  مركز  من  أقارب  غير    عوائل 

(Guillet et al.,2006) .    وصف حين  من    اً كبير   اً عدد   وجماعته    Repesse  الباحث    في 

  1984منذ أن تم الأعلان عن تتابع الجين في عام    .A  هيموفيلياسببت مرض  التي  الطفرات  

الطفرات   من  الكبير  العدد  هذا  أن  الجين   ت وزع قد    وأشار  طول   Repesse et)  على 

al.,2007).   ّالباحث    نوقد بي    Mantilla-Capacho    الهيموفيليا     أن سبب   وجماعتهA   

حالات، بينما طفرات  المن    %   50في     ( inv 22)   22الانترون  الحاد طفرات انقلاب في  

الحاد. وقد درس    Aمن حالات هيموفيليا    % 2-3سجلت في    ( inv 1)   1الانقلاب الانترون  

 ,  الحاد   Aجماعة من المصابين من المكسيك بهيموفيليا  كلا الانقلابين لتحديد هذه الترددات في  

مصاب    44من خلال دراسته على      مع بيانات حصل عليها من جماعات سكانية أخرى   زنهااو و 

من خلال    22عائلة مصابة بالمرض الحاد للكشف عن أحداث تردد الانقلاب بالانترون  31من  

عائلة للكشف عن أحداث تردد    65مصاب من    94ودرس على     LD-PCR لطريقةأستعماله  

ومن خلال هذه البيانات وجد أن هناك     M-PCRخلال أستعماله لطريقة    1أنقلاب الانترون  

أنقلاب    دوث تردد ولم يجد أي نسبة عن ح  22حدوث تردد تكرار الانقلاب في الانترون    45%

   (Mantilla-Capacho et al.,2007) . 1الانترون 

الثامن  وجماعته   Bin Abid   سدر  العامل  جين  في  الطفرات  خلال     نمط  من  وذلك 

 مصاب بالمرض  غير أقارب وسجل   22أستخلاصه للحامض النووي الدنا لمجموعة مؤلفة من  

من الجين والتي كانت مكتشفة فيما قبل على قاعدة بيانات    23و 4طفرتان وصفت في الاكسون 

(WWW.HAMSTeRs)  أن الطفرة التي تحول الارجنين الى الهستدينأذCGC       CAC 



سجلت على  TTT     TTC واحدة  بنيوكلوتيدة  التي تغير    4والطفرة التي تحدث في الاكسون   

الفنيل الانين   لاتوثر على تركيب البروتين    التيأنها طفرة صامتة وهي شفرة الحامض الاميني 

الباكستان   Aسببت الهيموفيليا    ووظائفه والتي   اً مصاب  22  علىدراستهم    من خلال  في سكان 

وركز  اقارب  الاكسونات     6على    وا  غير  من  مشفرة  وقد  .   ( 4,8,11,18,23,24)مناطق 

الأكسونات  هذه  عال    بوصفها  أختاروا  تطفيري  ومعدل  اصغر  حجوم   Bin Abid et   ذات 

al.,2007)) . 

طفرة صغيرة جديدة في جين العامل الثامن من     16  (    Rossetti et al.,2007)  سجلت الباحثة

الترتيب   إعادة  دراسته   Rearrangementsنوع  مصابة    80على    م  .في  من    بالمرض  عائلة 

الحاد  الأرجنتين.     النوع  الإنقلاب شكلت  إن  وجدوا  إذ  في  طفرة( ، وطفرات  37)  %  46طفرة 

(large deletion)    وطفرات    طفرات(،10 )  %  13فقد شكلت(small deletion)  16  %  

وطفرات  (13 وطفرات  (7  %  9بنسبة    ((nonsenseطفرة(    %  missense  10طفرات( 

  من العوائل ( (95% عائلة      76تمكنوا من تمييز الطفرات المسببة للمرض فيوقد  طفرات(.  (8

(Rossetti et al.,2007) . 

  18في    العامل الثامن    FVIII geneتوزيع الطفرات في    وجماعته     Bao-laiالباحث      سجل

من الطفرات تسبب   اً كبير   اً أن هناك عدد   وا  وجد   إذ .في الصين  بالهيموفيليا  غير أقارب  مصاب  

كانت غير معروفة ومن هذه الطفرات الشائعة هي طفرة إنقلاب الأنترون    Aحالات الهيموفيليا  

ل%  (5و   (Inv22)ـبالنسبة ل  (40-50%)الجين التي تحدث في  من  1و  22   (Inv1)ـ(بالنسبة 

   .(Bao-lai et al.,2010)  من المصابين بالمرض الحادعلى التوالي



.وشملت  الأردن في  Aفي مصابين الهيموفيليا  FVIII geneطفرات  وجماعته  Awidi درس 

عائلة غير أقارب ومن بين هؤلاء المصابين كان هناك    42من    Aبهيموفيليا    اً مصاب   75الدراسة  

و67 الحاد  المرض  يعانون  و%26  المتوسط  المرض  الخفيف 7%يعانون  المرض    %يعانون 

من مورث العامل الثامن    1و   22إنقلاب الأنترون  وكان من ضمن الطفرات الشائعة هي طفرة  

 . (Awidi et al.,2010) % من العوائل على التوالي   29و  52بنسبة 

في    HAبتحليل طفرات جين العامل الثامن في جماعة من المصابين ب وجماعته     Chen   قام

عائلة    91من المصابين من   115طفرة جديدة من خلال فحصه    21تايوان قادت الى إكتشاف  

منهم مصابين بالنمط  15مصابين بالنمط الحاد ،و  امنهم كانو   79وجدوا    إذ مصابة غير أقارب .

وا الخفيف21لمعتدل  بالنمط  الأنترون    مصابين  إنقلاب  وسجل  بينما    27,8بنسبة    22،   %

 .    (Chen et al.,2010)% من المصابين بالنمط الحاد  7,6بنسبة  1إنقلاب الأنترون  

   : Aق الكشف عن طفرات مرض نزف الدم الوراثي نوع  ائر ط10-2 

تحليل التتابع المباشر  ق المستعملة بالكشف عن الطفرات المسببة للمرض هو طريقة  ائمن الطر 

ولكنه يحتاج الى عمل  ,  يكون قوي وفعال    DNA.وأثبت أن هكذا تحليل من تضخيم جينيوم  

 Higuchi) نسان كبير مثل جين العامل الثامن بالإ كثيف ومركز للتعرف على الطفرات في جين

 et  al.,1990)   . 

المتو   أنوجماعته    Korkooالباحث  أكد   التقنيات  حالي امن  نواتج    اً فرة  هي    PCRلغربلة 

Single-Strand Conformation Polymorphism(SSCp)   ق المستعملةائ هي من الطر  , 

 Denaturing Gradientبينما تقنية    ، ق نتائج غير موثوقةائهكذا نوع من الطر يعطي  وعادة  

Gel Electrophoresis(DGGE)    تقنية  ،أما  تميزت بالحساسية العالية  قدConformation 



Sensitive Gel Electrophoresis(CSGE)      الطر التي من  عن  ائاصبحت  المتقدمة  ق 

وتميزت بأنها طريقة بسيطة ولايستعمل فيها النشاط   PCRق الأخرى التي تغربل منتجات  ائالطر 

 . (Korkoo et al.,1998) الأشعاعي 

به   قام  الذي  التحليل  تقنية  فرسكوني وجماعته    أعتمد  الكهربائي    وطريقة  PCRعلى  الترحيل 

للهي وطريقة    Conformation Sensitive Gel electrophoresis( CSGE)  أة  الحساس 

الأداء   العالي  السائل   Denaturing High Performance Liquidكروموتوغرافي 

Chromotography (DHPLC)    وكانت خطوته الأولى في هذه الدراسة هو غربلة الأنقلاب

اما بالنسبة    .عة يوتعطي نتائج سر ،وتميزت بأنها طريقة موثوقة    Long PCR  بأستخدام طريقة

طر  طر ائالى  ومنها  الطفرات  غربلة  ،وطريقة   ,  CSGE  قائق  حداثة  اكثر  طريقة  بانها    تميزت 

DHPLC    98-96هي سريعة وذات درجة عالية من الحساسية بالكشف عن الطفرة بنسبة%  

 CSGE  (Frusconi et  وسمحت بالكشف عن نوعين من الطفرات لم يتم الكشف عنها بتقنية 

al.,2002).   

ثلاث  هناك  الوراثي  ائطر   وكانت  النمط  لكشف  إنقلاب    Genotypingق  بتحليل    سمحت 

 -:  وهذه الطرق هي  (inv22) 22  الأنترون 

تحليل  -:أولاً  تع    Southren Blotوصمة سوذرن  طريقة  لنتائج  دّ التي  الذهبية  القاعدة    بمثابة 

الأنترون   أنقلابات  عن  المبكرة  الباحث   22البحوث  قبل  من  ماوصفت  وأول   .  Lakich  

أنقلاب   دّ وماتزال تع    وجماعته   الكشف عن  المنهجي في   (  (Inv22  22الأنترون   المرجع 

(Lakich et al.,1993) ،   الأشارات   الطريقة أنها تحتوي على كل أنماط   هومن ميزات هذ

البري   الطراز  أليل  أشارة  لايرافقها  normal –typeوالمتضمنة  وأليل    ،Int22إنقلاب    التي 



البعيد   إنقلاب  يحمل  إنقلاب   ،  Int22-1الذي  يحمل  الذي  ومن    .Int22-2القريب    وأليل 

أنواع الأنقلابات .ومن مساوئها أنها    ميزاتها الأخرى أنها تقنية قوية وممكن أن تترافق مع كل 

عن المخاطر الأشعاعية للمواد   فضلاً   ،أيام  8-10  يتراوح من  اً وجهد   اً كثيف  تقنية تتطلب عملاً 

 .(Oldenburg et al.,2000) الكيمياوية المستعملة

  PCR  تحليل  من الولايات المتحدة   Steven Sommer  أبتكر  LD-PCR  طريقة تحليل-:اً ثاني

لأنجاز التشخيص      LD-PCR         معPCR   بإنبوب مفرد الذي يتضمن بداخله إتحادات 

هذه   . HA    (Liu et al.,1997)  المسبب لمرض   ((inv22  22الوراثي لأنقلاب الأنترون 

غير مكلفة لذلك أصبحت هذه الطريقة    اً سريعة ،ونسبي  الطريقة الجديدة كانت طريقة بسيطة،

المختبرات. من  العديد  في  البديل  الخيار  بو   هي  كشف  المباشر طة  ساوالأنقلاب  الأنجاز 

تحيط    A,B  مع أربعة من البرايمرات المختلفة وهي برايمر   DNAلجينيوم    LD-PCR  لطريقة

بمكرر  P  ،Q  مر وبراي    int22h-3و     int22h-2  بمكررات  موقعه    int22h-1تحيط  الذي 

من فصل  تفاعلات  أربعة  مع  مفرد  أنبوب  في  أنجز  .والتفاعل  الثامن  العامل  جين    بداخل 

LD-PCR   لكل من أزواج البرايمرات  AB,AQ,PB,PQ   ًبوساطة   وبعدها النتائج تفسر حالا  

 الترحيل الكهربائي بالأكاروز القياسي. 

 - PCR  Inverse Shiftingالسلسلة المقلوب  بلمرة تفاعلتغير نواتج  طريقة  -: اً ثالث

  22طريقة لكشف الطراز الوراثي للأنترون    (Rossetti et al.,2005)  صممت الباحثة   إذ 

  (Ochman et al.,1988)  ساطةالمصممة بو   Inverse-PCR  المبني على التنوع بطريقة 

وأستخدمت هذه الطريقة لمضاعفة قطعة دنا  ,  inverse Shifting –PCR  سميت بطريقةو 

)لايتو  معروفة  معروفةاغير  دنا  تتابع  طرفي  بأحد  مرتبطة   ) متخصص  بادئ  لها    , فر 



المعروفة  تتابعات  تقييد تتضمن  التقييد للحصول على قطع  بأنزيم  العملية الهضم  وتتضمن 

ثم تحول قطع التقييد هذه الى الشكل الحلقي من خلال  ,  معروفة المرتبطة بها  الوالقطع غير  

الذاتي لطرفي القطعة ثم تستخدم الدنا الحلقية الناتجة قالب في تفاعل بلمرة سلسلة   الإلتحام

PCR   بإس المعلومة  غير  القطعة  إكثار  خلالها  المتخصصة  ت ليتم  البوادئ  من  زوج  خدام 

متعاكسين  إتجاهين  ضمن  يكون  التضاعف  لكن  المعروف  التتابع  الى    وتشمل  ،  بالإرتباط 

 : 2-7موضحة بالشكل   خطوات  هذه الطريقة ثلاث 

ويسمح لقطع التقييد أن تتحول الى    Bcl 1  التقييد  بواسطة أنزيم   DNA  هضم جينيوم ي -1

 . DNA Ligaseحلقات بإستخدام الأنزيم اللاحم 

  وباستخدام بادئات خاصة   القياسي  PCR  ة تحليل بوساط  الحلقات الناتجة   يتم تحليل    -2

 . متعاكسة الإتجاه 

   .الترحيل الكهربائي التقليدي القياسي بوساطة  PCR ات تحليلجيتم فصل منت  3-

 



  

 .  IS-PCRمقلوب لبلمرة  التفاعل ا ر نواتج تغي ( طريقة2-7شكل )

الوراثي  (11-2)  الدم  نزف  لمرض  الولادي  ماقبل   Prenatalالتشخيص 

diagnosis in Haemophilia A:    

الجزيئي         البايولوجي  تقنيات  حلول  ماقبليمع  التشخيص  لمصابين   صبح    الولادي 

بو و   ,  اً ممكن   Aالهيموفيليا   الفحص  هذا  من  ساينجز  عينات  أخذ   Chorionicطة 

Villus Sampling (CVS)  ،  الأمنيوني السائل  من   Aminio Synthesisأو 

(AMS)    وتعد عملية أخذ العينة من.CVS   طريقة إجتياحية    Invasive   ويعرض

 ساطةويتم هذا التشخيص بو   , %   2-1م الحامل الى مخاطر فقدان الجنين بنسبة  الآ



 Firstخلال الأشهر الثلاثة الأولى من الحمل    CVSفحص  الوينجز      فريق متمرس

trimester   10   أي في الأسابيعth-13thيتم الفحص المعتمد على   من الحمل. بينما

AMC    الأسابيع تحليل    15th-16thخلال  يتم  بعدها  ثم  الحمل،    DNAمن 

لتتبع إقتفاء أثر الجين وذلك من خلال     indirectبأستعمال الطريقة  غير المباشرة  

متنوعة   الأشكال  متعددة  علامات    Various polymorphic markersأستعمال 

والتاسع  لجينات العامل    Mutantوالتي تستعمل لأقتفاء أثر الجين الطافر    ,الثامن 

gene     المباشرة الطريقة  الى  اللجوء  العوائل، وتجنب  بالكشف عن     Directخلال 

بسبب كبر حجم جين   الهيموفيليا  الثامنالطفرة في مرضى    Shetty  et)  العامل 

al.,2003).    ,  الباحث  وقد أجرىHabart    التشخيص ماقبل الولادي في   وجماعته

المصابة   الحمل    Aهيموفيليا  بــــعوائل  من  الثانية  الشهور  الثلاثة   secondفي 

trimester   كل من فعالية العامل الثامن  قياس      ساطةبوFVIII:C     وأنتجين العامل

 . ( (Habart et al.,2005من عينات دم الأجنة     FVIII:Agالثامن 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 Materials and Methods. المواد وطرائق العمل 3

 جهزة الا1-3  

 : لاجهزة والمستلزمات المختبرية ا1-1-3  

 الجدول أدناه  المدرجة أسماؤها ومناشئها في لاجهزة والمستلزمات المختبرية ا استعملت 

 : خدمة خلال الدراسةت لزمات المختبرية المستالاجهزة والمس( 1-3الجدول )

 الشركة المصنعة  الجهاز ت

1 Damon Turkey 

2 DeepFreeze -20 Helmar 

3 Digital Camera Sony 

4 Tube 2.5ml   EDTA Japans 

5 Electrophoresis Bioneer 

6 Eppendrof  rack  tube Bioneer 

7 Eppindrof  tube Eppindrof 

8 Graduated  pipettes 200-1000   

microliter 

Chance proper 

Ltd(K.U) 

9 Graduated pipettes 2-20 microliter 
Chance proper 

Ltd(K.U) 



10 Graduated  pipettes 20-200micro  

liter 

Chanc  proper 

Ltd(K.U) 

11 Incubator_ LAB-Line Germany 

12 Medical syringes Nbivh Japans 

13 Memmert Germany 

14 Microfuge 18 Centrifuge Germany 

15 Micropipette Bioneer 

16 Nanodrope Mecacys 

17 oven Barnstead interational 

18 
PCR Thermo cycler Global Genomics 

Partner My Genie 32 Thermal Block 
Bioneer 

19 10ml Plain tube Japans 

20 Pipette tips blue Bioneer 

21 
Pipette tips yellow Bioneer 

22 Refrigerator Hitachi 

23 Sensitive balance Sartorius 

24 Volumetric Flask J Iasssco 

25 Vortex Germany 



26 Wise-UV Bioneer 

 

 

 : مواد الكيميائية والمحاليللا2-1-3  

 المدرجة أسماؤها ومناشئها في  الجدول أدناه المواد الكيميائية  والمحاليل  استعملت 

 : خدمة خلال الدراسةتالمواد الكيميائية والمحاليل المس( 2-3الجدول )

 الشركة المصنعة  المادة الكيميائية  ت

1 Absolute ethanol BDH Chemical Ltd 

2 Accu Power PCR premix Bioneer 

3 Accu Rapid DNA Ligase from 

T4 Bacteriophage 
Bioneer 

4 2xAccu Rapid DNA Ligation 

Buffer 
Bioneer 

5 Agarose Bioneer 

6 (aPPT reagent) Biomerieux 

7 
BcLI Bacillus caldolyticus  

10xBufferG 
Thermoscientific 

8 Calcium Chloride Fluka 

9 Distilled water  Deionized Bioneer 



10 DNA Leader Bioneer 

11 Bromide Alathidiom Bioneer 

12 FVIII reagent (STAGO  

deficient) 
STAGO 

13 Gel/PCR DNA fragment 

Extraction Kit 
Geneaid 

14 Genomic DNA Minikit   

Blood/ Cultured Cell)) 
Geneaid 

15 Lodding Dye Bioneer 

16 Primers Bioneer 

17 PTT reagent Biomerieux 

18 TBE buffer 

Tris – Boriad EDTA 
Bioneer 

19 Tri-sodium citrate BDH 

 

 :  عدد التشخيصية المختبريةلا3-1-3  

 :المدرجة أسماؤها ومناشئها في  الجدول أدناه العدد التشخيصية  المختبرية  استعملت 

 : خدمة خلال الدراسةتالعدد التشخيصية المس( 3-3الجدول )

 مايكروليتر   20تفاعل  المكونات  ت



1 Collection tube 2ml  

2 Each:dNTP(dATP,dCTP,dGTP,dTTP) 250uM 

3 Elution Buffer  

4 GB Buffer  

5 GD Column  

6 GT Buffer  

7 KCL 30Mm 

8 MgCL2 1.5Mm 

9 RBC Lysis Buffer  

10 Top DNA polymerase 1U 



11 Tris-HCL(PH9.0) 10mM 

12 W1 Buffer  

13 Wash Buffer (Added ethanol )  

 

 -: Methodsطرائق العمل  2-3

 -:تحضير المحاليل    1-2-3

A-1-2-3  :-الكالسيوم كلوريد  ب  :محلول  المحلول  هذا  كلوريد  0.27إذابة  حضر  من  غم 

 .(Dacie and  Lewis,2002)من الماء المقطر مليلتر   100 الكالسيوم في 

B-1-2-3  :-مستحضر من  جزء من الكت ال:هذا الكاشف هو كاشف الثرمبوبلاستين الجزئي

الأنسجة   الأرنب   وTissue Facror   عامل  دماغ  من  المأخوذ    Dacie and)  الفوسفولبيد 

Lewis,2002) . 

من الذكور     اً مصاب  اً مريض  44  على    الدراسة  أجريت    -:Subjectsالأشخاص    3-3

التعليمي بمدينة بعقوبة    من مركز أمراض الدم في مستشفى البتول  ,  Aبنزف الدم الوراثي نوع  

ومن ردهة الأمراض النزفية الوراثية في مستشفى حماية الطفل بدار التمريض   مصاب،  15بواقع  



 للمدة سنة    1-55مصاب تراوحت أعمارهم بين  29بواقع    الخاص بمدينة الطب بمحافظة بغداد  

 .   2012ولغاية نيسان   2012من كانون الثاني  

 : جمع العينات1-3-3 

طة  سابو   Aلمرضى المصابين بنزف الدم الوراثي نوع  من امن الدم الوريدي  مليلتر    5تم سحب  

في    من الدم  مليلتر 2.5وضع      ،وقسم النموذج الى جزئين,  محاقن نبيذة قبل أعطائهم العلاج  

إختبار لها    إنبوبة  الصوديوم    مليلتر  0.2  أضيف  سترات  المانعة      Tri-sodium citratمن 

فصل البلازما عن  ل دقائق  10دقيقة ولمدة    /دورة  1000لطرد المركزي بسرعة  ل عرضت و  .للتخثر

 باقي مكونات الدم الأخرى، ثم نقلت  البلازما الى أنابيب نظيفة لغرض تقدير زمن البروثرومبين  

(PT)    وزمن الثرمبوبلاستين الجزئي(PTT)    وفعالية عامل تخثر الدم الثامن(FVIII)    وتم هذا

مستشفى في  الوراثية  النزفية  الأمراض  ردهة  مختبر  في  .    الفحص  الطب  بمدينة  الطفل  حماية 

نبيذة حاوية على مانع تخثر    مليلتر  2.5  بقية نموذج الدم  ووضع أنابيب  لغرض   EDTAفي 

الحيوان في  وتم هذا الأستخلاص في مختبر علم  منه  الدنا  النووي  الحامض  إستخلاص  إجراء 

  كلية التربية للعلوم الصرفة في جامعة ديالى .

 -:الفحوصات المختبرية 4-3

تم أتباع      -: (   Prothrombin time) PT  البروثرومبين    فعالية    تقدير زمن  1-4-3

السريعة   الباحث     الموصوفة      (Quick Method)الطريقة  قبل  زمن    Talibمن  لحساب 

في أنبوبة   بلازمامن  مليلتر 0.1كالاتي : وضع الإختبار وأجري  (Talib,1996)البروثرومبين 

   Tube rakeالأنابيب    حاملطةوسا ب  مْ   37   إختبار معقمة وجافة مثبتة في حمام مائي وبدرجة



المسخن مسبقاً بدرجة الثرومبوبلاستين  كاشف من مليلتر 0.2،وبعدها تم إضافة دقائق  10 ولمدة 

المزج بالرج الخفيف وسجل الوقت اللازم لظهور الخثرة بالثانية . وقت ظهور الخثرة    مْ  37رارة ح

 .  %  10للمكرر يجب أن لايختلف بما يزيد عن 

 

 . ( المسار الذي يتم فحصه بإختبار زمن تخثر البروثرومبين 3-1الشكل )

زمنت  2-4-3 الجزئي    فعالية    قدير   activated Partialالثرومبوبلاستين 

thromboplastin time aPTT :-   إتباع   Dacie  ني الطريقة الموصوفة من قبل الباحث  تم 

  aPTT  (Dacie & Lewis ,2002)الثرومبوبلاستين الجزئي  فعالية    لحساب زمن    Lewisو

 :   تيكالآ الإختبار بمكريين  وأجري 

في إنبوبتي أختبار زجاجيتين    (APTT reagent)مليلتر من كاشف السيفاليت    0.1وضع   –  1

مليلتر    0.1الأولى  أضيف للإنبوبة  ,    مْ   37مسخنة الى   75x10 mm)(التخثر  بارت بإخخاصة 

القياسية   البلازما  الرئيس  Control Plasmaمن  التوقيت  ساعة  تشغيل  إضافة ,مع  .يعقبها  ة 

  مْ  37البلازما القياسية الى الإنبوبة الثانية ونمزج. تترك الإنبوبتان في الحمام المائي على درجة  

  مْ  37مليلتر من محلول كلوريد الكالسيوم المسخن بدرجة    0.1يضاف    دقائق . عندها  3لمدة  



لكل   جديدة  قياس  ساعة  تشغيل  ,مع  وتمزج  بالتعاقب  إنبوبة  كل  تكون  الى  وقت  ويسجل  إنبوبة 

 الخثرة بالثانية  

ويستخدم فيها البلازما قيد الإختبار    ,( أعلاه(1الأختبار في الفقرة  من    نفسها   خطوات تعاد ال  –  2

بالثانية , زيادة زمن   الخثرة  تكون  القياسية .ويسجل وقت  البلازما  قيد    aPTTبدلًا من  للبلازما 

البروثرومبين   لزمن  طبيعية  قيمة  مع  القياسية(  بالبلازما  )مقارنة  إحتمال    (PT)الإختبار  يؤشر 

 High molecular)الوزن الجزئي العالي  والكاينينوجين ذي VIII,IX,XI,XIIنقص بالعوامل 

weight kininogen)  والبريكاليكرينPrekallikrein   مثبط لأحد العوامل.  توافرأو إحتمال 

, وذلك بعمل خليط    إختبار قياس مقدار التصحيح يتم إجراء    aPTTعند تسجيل زيادة زمن    –  3

وإعادة    (50:50), جزء واحد من البلازما القياسية مع جزء واحد من البلازما قيد الإختبار    متساو  

فإذا كان مقدار التصحيح في زمن تكون الخثرة أكثر من نصف قيمة الفرق بين  ,    الإختبار أعلاه

نقص في أحدعوامل التخثر . فإذا كان   القياسية والمختبرة يدل على توافر  زمن التخثر للبلازما

 مثبط لأحد عوامل التخثر. توافرعلى   دل    التصحيح قليلاً 



 

    .  ( المسار الذي يتم فحصه بإختبار زمن تخثر الثرومبوبلاستين الجزئي  3-2الشكل ) 

(Activated Partial Thromboplastin Time). 

 :  FVIIIتقدير فعالية العامل الثامن   3-4-3

   Lewisو  Dacie ن  ثيب الطريقة الموصوفة من قبل الباححسبتقدير فعالية العامل الثامن  تم  

الثامن   العامل  فعالية  اللحساب  زمن  حساب  على  المستندة  الواحدة  المرحلة    aPTT  ـ  ذات 

(Dacie and Lewis,2002)    خلال من  الثامن  العامل  فعالية  تقدير  يتم  الطريقة  هذه  في 

القياسي    وازنةالم البلازما  محلول  تخافيف  قابلية  على  ,بين  الإختبار  قيد  البلازما  وتخافيف 

زمن   قيمة  الكواشف    aPTTتصحيح  إستخدمت   . الثامن  العامل  من  تماماً  الخالية  للبلازما 



الثامن   العامل  فعالية  تقدير  عدة  مع  المجهزة  التقدير    (STAGO France)والمحاليل  وتم 

 :كالآتي

التخفيف  حٌ   -  1 المحلول    1/10ضر  بأستخدام  الإختبار  قيد  والبلازما  القياسية  البلازما  من 

  يب بلاستيكية )في حالة توقع مستوى في أناب   (OBS) (Owrens buffer Saline)المتعادل  

 .( 1/5منخفض جداً للعامل الثامن في البلازما قيد الأختبار يتم البدء بالتخفيف 

حُ   0.2بالحجم    –  2 القياسية  والبلازما  الإختبار  قيد  البلازما  من  الضعف مليلتر  تخافيف  ضر 

في أنابيب بلاستيكية .وتمزج  1/40  و  1/20الى    1/10من    (OBS)بأستخدام المحلول المتعادل 

جيداً وتحفظ في الحمام الثلجي )هذه الخطوة ضرورية في حالة عدم التقدير مباشرة بعد التحضير  

 . ( وذلك لتلف العامل الثامنمْ   25او إذا كانت درجة حرارة المختبر اعلى من  

 مليلتر في إنبوبة زجاجية  0.1من كل تخفيف من البلازما قيد الإختبار والقياسية  أضيف-3

 (75x10mm)   إنبوب  أضيو لكل  الثامن    0.1ف  العامل  من  الخالية  البلازما  من  مليلتر 

)Factor VIII deficient(  مْ   37وينقل الى الحمام المائي على درجة   . 

دقائق ،    5وتترك في الحمام المائي لمدة    aPTTمليلتر من كاشف    0.1لكل إنبوبة    أضيف  –  4

مليلتر من محلول كلوريد الكالسيوم وسجل الوقت اللازم للتخثر    0.1عند الدقيقة الخامسة أضفنا  

 لكل تخفيف. 

مليلتر    0.1و  (OBS)مليلتر من محلول    0.1ضر مع التخافيف أعلاه إنبوبة  وتتضمن  حُ –  5

الثامن و من   العامل  مليلتر من محلول   0.1و   aPTTمليلتر من كاشف    0.1بلازما خالية من 



% 1  يكون أطول من زمن التخثر عند توافرلمحلول يجب أن  لكلوريد الكالسيوم . وزمن التخثر  

   .القياسي  المسجلة في المنحنى FVIIIفعالية من العامل الثامن 

لوغارتم    –  6 )اليرسم  من  للمنحنىناتج   ) التخثر  زمن  مقابل  التخفيف   تركيز  ويعتمد  القياسي 

الفعالية  وصفب  1/10 الفعالية  بوصف  1/20والتخفيف    %   100ه    1/40والتخفيف    %   50ه 

لإختبار والقياس كما  . ويتم الحصول على خطين متوازيين للبلازما قيد ا  %   25الفعالية    بوصفه

 (3- 3) .موضح بالشكل

 

 . ( المنحني القياسي لحساب فعالية العامل الثامن للتخثر%(3-3شكل    



% من العينة القياسية فإذا كانت البلازما القاسية    7يلاحظ أن العينة المختبرة تمتلك فعالية  حيث 

  0.07xdl/485من فعالية العامل الثامن فإن البلازما المختبرة تحتوي  dl / 485تحتوي  

=dl/46 )فعالية. 

الحامض إ  5-3 الاوكسجين  النووي    ستخلاص   DNA)  )الدنا( منقوص 

Extraction) 

الدنا   إتم   البالغة   ينة  من ع  DNAستخلاص  من     خلال    مليلتر  2.5  الدم   ساعات    بضع 

شركة   ( Fresh blood)  الدم  سحب   من  المجهزة  الجينومي  الدنا  إستخلاص  عدة  بأستخدام 

(Geneaid Korea))    الإستخلاص عملية  وتفصيل  العدة ب,  مع  المرفقة  العمل  طريقة  حسب 

 كالآتي :

 تحلل خلايا الدم الحمراء-الخطوة الأولى :

  3وأضيف لها  ,  1.5ml   أنابيب إبندروف بحجمفي  الكامل    من الدم  مايكروليتر    300    أخذ 

الدم الحمر  مايكروليتر    900أي بمقدار  هاأضعاف حجم  RBCمن محلول دارئ تحلل خلايا 

Lysisالمجهز مع العدة  ,PH    = عدم إستخدام  ) طة القلب اليدوي الهادئ  وساومزج ب  7للدارئ

 درجة حرارة الغرفة ب  دقائق     10لمدة  وترك  ,لغرض تحلل خلايا الدم الحمر المازح الميكانيكي ( 

أزيل   إذ   xg 3000عند سرعة  دقائق     5الخليط بجهاز الطرد المركزي لمدة  فصل  ,ثم  مْ    25

بالكامل ثمالطافي  بكمية    ,  الخلايا  راسب  تعليق  الخلايا    مايكروليتر100أعيد  تحلل  دارئ  من 

 .الحمر 

 تحلل الخلايا-الثانية :الخطوة 



 GB  من محلول مايكروليتر  200  الأولى  الى عالق الخلايا المتحصل عليه بالخطوة أضيف 

buffer    بجهاز المازح الميكانيكي   بالرج الشديد   مزج  الخليط  و  ,  المجهز مع العدةvortex  . ثم

درجة   في  الخليط  عكورة  أو  دقائق  10  لمدة    مْ 65-70   حرارة  حضن   زوال  الخلايا    لحين 

 .دقائق  3كل   مرات عدةمع التقليب  حلةالمن

  DNA Bindingإرتباط الدنا   -الثالثة:الخطوة 

الى العينة المنحلة    Absolute ethanolمن الإيثانول المطلق  مايكروليتر   200يضاف    -1

وفي حالة ظهور راسب   بجهاز المازح الميكانيكي    ويمزج بالرج الشديد   الثانية  في الخطوة  

 بالماصة الدقيقة . المتكرر يتم تكسيره بالسحب 

المجهزين مع العدة   collection tube داخل  أنبوب الجمع   GD columnأنبوب  ركب ي  -2

الى    ( أعلاه1الفقرة )من    الناتج(  إن وجد   راسب ال  مع  كامل المزيج )  وينقل    .التشخيصية  

  14.000-16.000  سرعة    على  بجهاز الطرد المركزي    طرد ثم    ،GD columnأنبوب  

xg  التخلص من  الراشح  المتجمع في أنبوبة الجمع وتم ،دقائق  5 لمدة.   

 Washingالغسل -الخطوة الرابعة :

الى المجهز مع العدة    (W1 buffer  دارئ الغسل)  من محلولمايكروليتر    400      أضيف  -1

  لمدةxg 14.000-16 بجهاز الطرد المركزي عند سرعة    وطرد   .  GD columnأنبوب  

بأنبوب   وتم بعدها التخلص من،ثانية       30   collection tube الجمع    السائل المتجمع  

  يضاف له  و  مرة ثانية    أنبوب  الجمع  موضعه في    الى     GD columnويعاد  أنبوب  

طرد بجهاز وبعدها  ,مع العدة  المجهزWash bufferالغسل  من محلول  مايكروليتر    600



السائل  تم التخلص من  بعدها  ,  ثانية    30  لمدةxg 14.000-16الطرد المركزي عند سرعة  

 إنبوب الجمع  موضعه في    الى    GD columnإنبوب    أعيد  و  , المتجمع في إنبوب الجمع  

 مرة  ثانية 

 مرة أخرى لمدة   ناطرد التي إرتبط بها الدنا    GD columnإنبوب    (matrix)لتجفيف مادة    -  2

الجاف الى إنبوب   GD columnإنبوب بعدها  ونقل xg 14.000-16 عند سرعة دقائق   3

 ml 1.5إبندروف جديد بحجم 

 : DNA Elutionسترداد الدنا إ-الخطوة الخامسة :

الإ محلول  القياسحجم  عمود  سترداد  مادة  مع  المرتبط  الدنا  لإسترداد    GD column  100ي 

الحصول في حالة صغر حجم العينة المتوفرة لضمان  مايكروليتر     50  فض الىخ  ،  مايكروليتر

. وفي حالة الحاجة للحصول على كمية أكبر من الدنا المستردة يتم  لدنال  المناسب   تركيزعلى ال

من محلول الإسترداد    مايكروليتر  100  يضاف  من محلول الإسترداد,  مايكروليتر  200   إستخدام

Elution Buffer   إنبوب  الى  مْ    70  في الحمام المائي على درجة حرارة  مسبقاً   مسخنالGD 

column   حتى يتم إمتصاص محلول الإسترداد من قبل شعيرات قالب  دقائق   3-5ويترك لمدة

منقوص الحامض النووي  لإسترداد  ثانية    30لمدة    xg 14.000-16 ةسرع على  ناالعمود .ثم طرد 

 .  الإبندروفالدنا المستخلص في إنبوب  كسجينالاو 

 : DNA قياس تركيز ونقاوة عينة الدنا  6-3



النانوية   القطرة  جهاز  الدنا   Nanodrop   (Mecacys;Korea)إستخدم  ونقاوة  تركيز  لتقدير 

مايكروليتر من العينة على عدسة الجهاز الذي يقيس الإمتصاصية    4تم وضع    إذ المستخلص  

 . النتائج بشكل رقميتر ، وبين نانومي 280نانوميتر  والطول الموجي  260عند الطول الموجي 

 

 .Nanodropإستخدام جهاز النانودروب    (3-4)شكل 

الوراثي7-3 البينية    التنميط    22البينية    والمنطقة(Intron 1)  1للمنطقة 

((Intron22   من مورث العامل الثامنGenotyping of Factor VIII 

gene :-   

تفاعل  إستخدمت طريقة      نواتج   Inverse Shifting Polymeraseالمقلوب  بلمرة  ال  تغير 

Chain reaction (IS-PCR)   الإنقلاب أحداث  عن           والحذف    Inversion  للكشف 

Deletion    التضاعف و  Duplication    الثامن    من مورث العامل  22و  1في المنطقة البينية

يستخدم    إذ مع بعض التحويرات بالطريقة    ( (Rossetti et al.,2008الموصوفة من قبل الباحثة  

)لايتو  معروفة  غير  دنا  قطعة  لمضاعفة  المقلوب  البلمرة  لها( اتفاعل  متخصص  بادئ  لدينا  فر 

مرتبطة بأحد طرفي تتابع دنا معروفة . وتتضمن العملية الهضم بالأنزيم القاطع للحصول على  



تتض تقييد  والقطعة  قطع  المعروفة  التتابعات  قطع  الغير  من  تحول  ثم   ، بها  المرتبطة  معروفة 

في القطعة, ثم نستخدم الدنا الحلقية  التقييد هذه الى الشكل الحلقي من خلال الإلتحام الذاتي لطر 

تفاعل بلمرة السلسلة   يتم خلالها إكثار القطعة غير المعلومة بإستخدام    PCRالناتجة قالب في 

البوادئ   من  بالإالزوج  بإتجاهين  متخصصة  يكون  التضاعف  لكن  المعروف  التتابع  الى  رتباط 

 متعاكسين. 

  :        IS-PCR  designتصميم تفاعل البلمرة المقلوب 1-7-3       

  (Rossetti et al.,2008)إتبع تصميم تفاعل البلمرة المقلوب الموضوع من قبل الباحثة         
وكما مفصل في الجدول     PCRــممت البوادئ بحيث تعطي أحجام مختلفة لنواتج الصُ   إذ 

((4-3  

  ( بواسطة    3-4الجدول  والمقترحة  الدراسة  في هذه  المستعملة  البرايمرات  من  ( مجموعتين 

 ( Rossetti et al .,2008الباحثة ) 

Length Sequence 5 to 3 primer 

mer 21 ACATACGGTTTAGTCACAAGT ID 

mer 20 CCTTTCAACTCCATCTCCAT IU 

mer 20 ACGTGTCTTTTGGAGAAGTC 2U 

mer 22 CTCACATTGTGTTCTTGTAGTC 3U 

mer 20 GCCGATTGCTTATTTATATC IU-1 



mer 19 TCTGCAACTGGTACTCATC ID-1 

mer 19 GCCTTTACAATCCAACACT ED-1 

 

تولد حلقات التقييد  وجميعها      BcLIقطع التقييد المقطعة بأنزيم    (  3-5) يوضح الشكل    إذ     

ادئ المستخدمة للكشف عن  ضافة الى موقع زوج البو بالإ   PCR  ـــــالتي يتم تضاعفها في ال

   (Wild tupe)النمط البري    (Inv 1)  1في التنميط الوراثي لإنقلاب الأنترون    كل قطعة.

حجم   ذات  حلقة  قاعدي    13يعطي  زوج  المتماثلة    (13kb)كيلو  المنطقة  على  تحتوي 

البينية   المنطقة  في  موقعا  (int 1h-1)  1الأولى  البادئ    وتحمل  والنمط   .  IU/IDزوج 

حجمها   هجينة  حلقية  دنا  يعطي  زوج  12.4الطافر  من    (12.4kb)  اً قاعدي  اً كيلو  مؤلفة 

والثانية  جُ  الأولى  المتماثلة  المنطقة  من  في  (int1h-2/-1)زئين  الإنقلاب  حدوث  نتيجة 

 . IU/1-EDالمنطقتين وتحمل زوج البوادئ 



 ها. جميع BcI 1( قطع التقييد المقطعة بأنزيم  3-5الشكل ) 

البينية    المنطقة  الوراثي للإنقلاب في  التنميط   في  التقييد في    (Inv22)  22بينما  تكون حلقة 

البري   حجم    (WT)النمط  في   kb 21.6ذات  الأولى  المتماثلة  المنطقة  على  حاوية 

موقع  (int22 h-1)  22الأنترون   البوادئ  ا  وتحمل  الأول   ,  IU/IDزوج  الطافر  والنمط 

حلقية هجينة   دنا  جُ   17.5kbحجمها    (chimeric)يعطي  من  المنطقتين  زئمؤلفة  في  ين 

نتيجة حدوث    (3U/ID)البادئ    وتحمل موقعا  (int22 h-1/-3)المتماثلتين الأولى والثالثة  

البعيد بين المنطقتين المتماثلتين الأولى والثالثة . والنمط الطافر الثاني يعطي دنا    الإنقلاب 

ن في المنطقتين المتماثلتين  زئي مؤلفة من جُ   15.5kbحجمها    (Chimeric)حلقية هجينة  



نتيجة حدوث الإنقلاب    (2U/ID)وتحمل موقعي البادئ    (int22h-1/-2)الأولى والثانية  

 القريب بين المنطقتين المتماثلتين الأولى والثانية. 

القاطع  أجريت    بالأنزيم  الدنا  هضم  هي  خطوات  بأربع  ذاتياً   ثم    BcLIالطريقة  القطع                 لحم 

ثم   اللاحم  بالأنزيم  حلقية  دنا  قطع  بالأنترون    لتكون  الخاصة  القطعة             22والأنترون    1إكثار 

بوادئ طبيعة    بإستخدام  تعكس  والتي  الناتجة  القطع  أطوال  والكشف عن  قطعة  لكل  متخصصة 

 المنطقتين وكما مفصل أدناه: اتينالتغيرات التي حدثت في ه

 -هضم الدنا :   2-7-3

الفقرة    (ug)مايكروغرام    1-2يتم هضم        )بحدود   3-5من الدنا الجينومي المستخلص وفق 

ذي  uLمايكروليتر    20 الدنا  محلول  بإستخدام   /نانوغرام    100تركيز    من          مايكروليتر( 

القاطع   بمقدار     BcLIالأنزيم  لكل  (U)وحدة    10وذلك  الأنزيم  الدنا   ug    من  من 

ساعات   أربع  على  تزيد  لمدة  )الأوربية  بالجينومي  المجهزة  الشركة  تعليمات  حسب 

(Thermoscientific, ي :أتوكماي- 

نقل حجم مناسب من محلول الدنا الجينومي بحيث تحتوي على الكمية المطلوبة من الدنا   –  1

(2ug)  مليلتر   1.5الى إنبوبة إبندروف سعة 

من    2uLالى الدنا الجينومي )إضافة      BcLIوحدة من محلول الأنزيم القاطع    20أضيف    –  2

 (   10U /  uLمحلول الأنزيم القاطع الحاوي 

مايكروليتر بأستخدام محلول دارئ الهضم المجهز مع الأنزيم وحضن    50أكمل الحجم الى    –  3

 .  مْ   55ساعات بدرجة حرارة  5لمدة 



لمدة  مْ  70-80  ثبط عمل الأنزيم القاطع بعد إنتهاء مدة التقطيع بالحضن على درجة حرارة  – 4

 دقيقة في الحمام المائي .  20-10

الأنتهاء من الهضم أسترد الدنا المهضوم بإستخدام  بعد   -:   إسترداد الدنا الجينومي      3-7-3

الكورية    ( DNA Fragment protocol)عدة   شركة  من  سب  بح  Geneaidالمجهز 

 التعليمات المرفقة مع العدة :

 collectionالجمع  في إنبوب  DFوضع إنبوب  -:  DNA Bindingخطوة إرتباط الدنا   – 1

tube     ونقل كامل المزيج الى إنبوبDF column    14000-16وطرد بسرعة xg    لمدة

 الى مكانه في إنبوب الجمع.  DFثانية , وتم التخلص من الراشح وأعيد إنبوب   30

الغسل    –  2 الغسل    400أضيف    -:  Washخطوة  دارئ  من  الى    W1 bufferمايكروليتر 

بسرعة    DFإنبوب   في ,  ثانية    30لمدة    14000xg-16وطرد  الراشح  من  التخلص  وتم 

مايكروليتر   600وأضيف   , في إنبوب الجمع مرة أخرى  column   DFوأعيد الجمع  إنبوب 

دارئ   بداخل   Wash bufferمن  واحدة  دقيقة  لمدة  المزيج  ترك  له  الإيثانول  إضافة  بعد 

وأهمل   ,ثانية  30لمدة    14000xg-16, ثم طرد بجهاز الطرد المركزي بسرعة    DFإنبوب  

 14000-16في إنبوب الجمع مرة أخرى وطرد بسرعة   DF السائل مرة أخرى ووضع إنبوب 

xg   دقائق ليجف قالب الإنبوب  10ولمدة 

     جديد  الجاف في إنبوب إبندروف DFوضع أنبوب -:  DNA Elutionخطوة إسترداد الدنا - 3

قالب    Elution Bufferدارئ  من    مايكروليتر  30  يف  وأض  ، مليلتر       1.5بحجم  الى 

بجهاز الطرد المركزي لمدة    طرد  ،و   الإنبوب قالب    هليمتصن  دقيقتي   لمدة  إنبوب الجمع وترك

 . وأخذ الدنا المزاح في إنبوبة الإبندروف للخطوة اللاحقة xg 14000-16بسرعة    دقيقة  2



الدنا    4-7-3 قطع  الى   -:   DNAربط  السابقة  التقييد من الخطوة                 الشكل   تحول قطع 

 الكورية  شركة المن  ةالمصنع العدة  المجهز مع  T4 ligaseالأنزيم اللاحم  الحلقي بأستخدام

 

Bioneer  يأتيوكما موضح فيماأضيف حسب تعليمات الشركة المجهزة للأنزيم ب:-   

العاثي    1أضيف    -  1 من  اللاحم  الأنزيم  من   T4  (Accu Rapid DNAمايكروليتر 

ligase)    ( الى قطع الدنا المجهزة وفق الفقرة السابقةU/uL   1   وأضيف ) وحدة من الأنزيم

 2x Accu Rapid DNA)مايكروليتر من دارئ ربط قطع الدنا المجهز مع العدة    10لها  

ligation buffer)    حرارة بدرجة  وحضن  جيداً  الخليط  في    5لمدة    مْ    15-25ومزج  دقائق 

 الحمام المائي . 

ت  –  2 تم  الحضن  مدة  إنتهاء  ببعد  الحلقي  الدنا  وإسترداد  اليها   نفسها  الخطوات نقية  المشار 

 مايكروليتر من الماء المقطر اللاآيوني.  30وعلقت بكمية  3-7-3بالفقرة 

تغيت  8-3 ال قنية  تفاعل  نواتج  طريقة    ت إتبعIS-PCR -: المقلوب  بلمرة  ر 

Inverse-Shifting PCR         الموصوفة من قبل الباحثة(Rossetti et al.,2008)  وإنجز

لتحليل      مايكروليتر من الدنا الحلقي    6مايكروليتر أو    3البلمرة في خليط يحتوي على  تفاعل  

البينية   المنطقة  في  البينية    (Inv1)  1الإنقلاب  المنطقة  في  الإنقلاب  على    (Inv22)  22أو 

له    (200-400   التوالي   الحلقية ( وأضيف  الدنا  تفاعل   2نانوغرام من  مايكروليتر من محلول 

الكورية    PCR Premixالبلمرة   الشركة  من  المتطلبات     Bioneerالمجهز  على  الحاوية 

  Inv22)و     (Inv1وأضيف لكل تفاعل    ((3-3الضرورية لأنجاز التفاعل والمدرجة في الجدول  



بالتفاعل    2 الخاصة  البوادئ  من  بادئ  كل  من  مابمايكروليتر  الجدول    حسب  في    (3-4)مبين 

 مايكروليتر بالماء المقطر اللاآيوني . 20وأكمل الحجم الى 

 

 

 

 30cycler ثلاثين دورةالمتضمن    PCR ـالبلمرة في جهاز ال تفاعل9-3 -:  

 .  PCRبرنامج تفاعل البلمرة المقلوب في جهاز الــ  (3-5) جدول 

Time Temperature stage 

2 min 94   ْم 
Initial 

Denaturation 

30sec      94  ْم Denaturation 

 

30CYCLER 

 

1min 56   ْم   Annealing 

1.5min 72   ْم Extension 

5min 72   ْم Final Extension  

 

 Global Genomics Partner My Genie 32)  نوع  PCR  ـأنجز تفاعل البلمرة بجهاز ال

Thermal Block)    المسخ خطوة  منها  دورة  كل  تضمنت  تفاعل  دورة  بثلاثين 



(Denaturation)  حرارة درجة  وخطوة30لمدة    مْ   94  على   primer)البادئ    إرتباط  ثانية  

)annealing    حرارة درجة  واحدة    مْ   56  على  دقيقة  الإستطالة    ,لمدة        )(Extensionوخطوة 

أولية مدتها    1.5لمدة      مْ   72على درجة حرارة   التفاعل هذه خطوة مسخ  دقيقة . سبقت دورات 

وختمت دورات التفاعل بخطوة إستطالة نهائية على درجة حرارة    مْ   94  دقيقتان على درجة حرارة

 .  )2011et alElew -Abou,.(دقائق  5لمدة   مْ   72

 

 

   -البلمرة :تحليل نواتج تفاعل   1-9-3

بتركيز   الأكاروز  هلام  على  للنواتج  الكهربائي  بالترحيل  البلمرة  تفاعل  نواتج  تحليل    %   2تم 

الإثيديوم   بروميد  بصبغة  تحت   (Ethidium bromide)المصبغ  الفوق    وصورت  الأشعة 

 -:البنفسجية وكمايلي

الى       10XTBE bufferمحلول  مليلتر من    10بإضافة    1XTBEحضر محلول دارئ    –  1

 مليلتر من الماء المقطر اللاآيوني .  90

طبقاً   –  2 الأكاروز  هلام  الباحثي   حضر  قبل  من  الموصوفة   &Brody)ن  للطريقة 

Kern,2004)    1مليلتر من محلول  100بوضعXTBE buffer   مليلتر    250في دورق سعة

مقدار   له  الكورية    1وأضيف  الشركة  من  المجهز  الأكاروز  مسحوق  من  وخلط   Bioneerغم 

  5لمدة    مْ   80 جيداً لحين ذوبان مسحوق الأكاروز ثم وضع في الفرن الكهربائي على درجة حرارة

الفرن   من  وأخرج   , تماماً  ذاب  حتى  اليه  ,  دقائق  الإثيديوم    3وأضيف  صبغة  من  مايكروليتر 



الهلام عند درجة حرارة   يبرد  قليلًا حتى  آنياً في  وصُّ مْ     45-50برومايد وترك  الهلام   قالب ب 

 الجهاز .

دقيقة أزيل    45بعد تصلب هلام الأكاروز بمدة  -:   هُلام الآكاروزتحميل عينات الدنا بحفر   – 3

دارئ   trayالمشط منه بحذر ونقل الصحن   الحاوي على  الكهربائي  الترحيل  الى حوض جهاز 

الأكاروز , ثم  بحيث يكون مستوى إرتفاع المحلول مليمترات فوق هلام    (1XTBE buffer)من  

 DNA)وأضيف الدنا الواسم    ,  أضيفت نواتج تفاعل البلمرة في الحفر المخصصة لها في الهلام

Leader)    75زوج قاعدي في الحفرة المخصصة له في الهلام وشغل الجهاز على    100تدرج  

لمدة   نُ   45-60فولت  ثم  بالأشعة    قالب   قلدقيقة  الفاحص  الى جهاز  الترحيل  إنتهاء  بعد  الهلام 

 لمشاهدة الحزم وتصويرها .  Wise-UVالفوق البنفسجية 

   -التحليل الإحصائي : 10-3

لنظام برمجة  15الإصدار  SPSSالبرنامج الحاسوبي  بأستخدامأنجز التحليل الإحصائي  

windows   , استخدمتُ  اختبار مربع  كايحيثُ من شركة مايكروسوفتχ2     في تحليل نتائج

المحسوبة  تساوي   χ2إن قيمة  مربع  كاي قياس فعالية العامل الثامن للتخثر ووجدتُ 

هناك    إنل على  (  مما يدّ 5.99الجدولية ) χ2( وهي اكبر من قيمة  مربع  كاي41.200)

-IS , وكذلك في تحليل نتائج مرحلة   > 0.05P  فرق معنوي  ذو دلالة إحصائية  عند مستوى 

PCR   ُإن قيمة  مربع  كاي وجدتχ2 ( وهي اكبر من قيمة  مربع   38.615المحسوبة  تساوي )

ل على  ان هناك  فرق معنوي  ذو دلالة إحصائية  عند (  مما يدّ 12.59الجدولية ) χ2كاي

 .    > 0.05Pمستوى  

 



  Results and Discussion. النتائج والمناقشة 4

 على فحوصات الإتزان الدموي:   Aتأثير الإصابة بالهيموفيليا :  1-4

الدراسة   نوع    اً نموذج  44شملت  الوراثي  الدم  نزف  المصابين بمرض  الذكور  المرضى     A  من 

الدموي   المصابين باعلى     Haemostatic testوتم إجراء فحوصات الأتزان  لمرض  المرضى 

زمن   الفحوصات  هذه  وزمن  ,    Prothrombin time  (PT)  ثرومبينبرو التخثر    وشملت 

وفعالية    ,activated Partial ThromboPlastine Time  (aPTT)الثرومبوبلاستين الجزئي  

   (severe-Moderate- Mild)للأنماط الثلاثة التي شملت     FVIII:Cللتخثر    العامل الثامن  

 المتوسط الحسابي لهذه الفحوصات.  وتم إستخراج

بالهيموفيليا     1-1-4 الإصابة  تأثير   :A   وزمن البروثرومبين  تخثر  زمن      على 

 :   Aالمرضى المصابين بالهيموفيليا  لدىaPTT  الثرومبوبلاستين الجزئي

تخثرتم   المصابين    تقدير زمن  المرضى  الجزئي في  الثرومبوبلاستين  تخثر  البروثرومبين وزمن 

عن   Aبالهيموفيليا   الطبيعية    فضلًا  تخثر    ,  Normal valueالقيم  زمن  إختبار  بين  وقد 

وكانت القيمة الطبيعية  ,  ثانية    13.34كان  معدل زمن التخثر للمرض  أن    (PT)البروثرومبين  

وبغياب العامل  ,  (    ( Columan et al . , 1987  ثانية     Normal value 13-12للإختبار 

   ثانية .  1.2-0.8المساعد على التخثر تصبح القيمة  

   aPTTوزمن تخثر الثرومبوبلاستين الجزئي     PT  زمن تخثر البروثرومبين  (4-1)الجدول  

 القيم الطبيعية .مع    قارنةمبال  Aالمرضى المصابين بالهيموفيليا  لدى 

 زمن الثرومبوبلاستين الجزئي/ ثانية  زمن البروثرومبين / ثانية 



 المتوسط الحسابي   القيم الطبيعية  المتوسط الحسابي   القيم الطبيعية 

13-12 13.34 41-25 83.13 

البروثرومبين  قياس زمن تخثر  فيمعنوية  فروقات  عدم توافرالى  (4-1)الجدول نتائج   تشير 

PT    في الوقت اللازم للتخثر إلا إن هذا الإرتفاع لم يكن معنوياً  إرتفاع توافرفعلى الرغم من,   

لقيم الطبيعية  ا مع  قارنةبالمثانية  لمجموعة المرضى  12-13 بالمقابلثانية  13.34إذ بلغت 

ة الإجمالية للنظام الخارجي للتخثر  اءيعكس إختبار زمن البروثرومبين الكفو  على التوالي ,

(Exterinsic system)   , امسللتغيرات في عوامل التخثر الخ  يكون حساسأالذي V    والسابع

VII   والعاشرX  وبدرجة أقل العامل الثانيII (Prothrombin) ,   لكنه غير مناسب للكشف

حالة تدني مستويات  في   (Fibrinogen) جينالفايبرينو  يات في مستو  الحاصلة عن التغيرات 

  مثبطات .   توافرأو في حالة   الفايبرينوجين 

في هذه الدراسة لايعانون من أي خلل في  اً جميع المرضى المشمولين تبين إنمن خلال النتائج 

 وهذه,  (Dacie and Lewis,2002) في الكبد مكونات هذا المسار التي تصنع  هذه العوامل 

زمن تخثر النتائج إتفقت مع ماجاءت بها كثير من الدراسات التي إجتمعت على عدم تغير 

(PT) المصابين بنزف الدم الوراثي نوع   للمرضىA أن سبب الإصابة بالمرض تعود   يدل على

  (Interinsic  pathway)الى نقص في أحد عوامل التخثر التي لها علاقة في المسار الداخلي 

 .  (Russel et al., 2003,Bolton and Pasi, 2003) ,الدم لتخثر 

 Langdell and)الذي إبتكر من قبل   aPTT  ئيالجز  ستينأما قياس زمن الثرومبوبلا

Brinkhus,1953 )   فهو إختبار غير متخصص(non-specific test)  الداخلي  للمسار

إختبار الغربلة الأكثر فائدة   يكونان  (PT)البروثرومبين للتخثر , وبالإشتراك مع إختبار زمن 

  والثاني  XIوالحادي عشر     IXوالتاسع  VIIIللكشف عن النقص في عوامل التخثر الثامن  



أطول في حالة أي نقص لعوامل التخثر في    aPTT. كما أن  زمن التخثر في إختبار  XII عشر

  IIو  Xوالعاشر   Vفي العوامل الخامس  )النقص  Common Pathwayالمسار المشترك 

بار  إن قيمة زمن التخثر في إخت, كما المثبطات  توافروفي حالة وبدرجة أقل للفايبرينوجين (  

aPTT   تزداد أما نتيجة حالة خلقية مثل مرض الهيموفيلياA,B    أونتيجة حالة مكتسبة  مثل

وإن الدراسات السابقة إجتمعت على زيادة زمن تخثر    , ( Laffan et al.,2006 )أمراض الكبد 

   Aنوع    الثرومبوبلاستين الجزئي لدى المرضى المصابين بنزف الدم الوراثي

(Giangrande,2003;Turgeon,2004).   

لدى    FVIII على تركيز عامل التخثر الثامن  A : تأثير الإصابة بالهيموفيليا2-1-4

         :  Aالمرضى المصابين بالهيموفيليا 

الثامن  بالسكر   FVIII  العامل  المرتبطة  البروتينات  نوع  ومن  الدم  تخثر  بروتينات  أحد    هو 

Glycoprotein .  التخثر الداخلية المنشأ    لية  له وظيفة أساسية وجوهرية في عم(Kane & 

Davie,1988;Lenting et al.,1988)    نتائج إختبار بينت  الثامن لدى  ، وقد  العامل  فعالية 

  ى من المرض  %  17.78  ، وكانت من النوع الحاد     حالة(  34)  منهم    %  77.78  المرضى أن  

من النوع حالة فقط(  2من المرضى )%   4.44. في حين كان  كانت من النوع المعتدل  حالة(  8)

 .(4-1)كما مبين بالشكل    الخفيف

الثامن  إذ   العامل  فعالية  إنخفاضاً معنوياً في  المصابين  للسجل  وهذه    ,بالمرض  جميعاً  مرضى 

السابقة   الدراسات  مع  تتفق  تبعالنتيجة  المرض  صنفت  الثامن    اً التي  العامل  فعالية  لمستوى 

أنواع   ثلاثة  الى  من    Severe  حاد   بالبلازما  أقل  العامل  فعالية  مستوى  يكون    %  1عندما 

  وخفيف    %   5-1  عندما يكون مستوى  فعالية العامل  بالبلازما بين      Moderate ومعتدل  



Mild    كما مبين بالجدول       %   35-5بالبلازما من      فعالية العامل  يكون مستوى      عندما

(2-4)  (Briet et al.,1984; Kamiya et al.,1995) . 

بالهيموفيليا  4-2الجدول ) للتخثر لدى المرضى المصابين  الثامن  العامل  فعالية     A(  تركيز 

 . % بالـــ قياس فعالية العامل الثامن للتخثرعلماً أن  م الطبيعية يبالق  ةقارن م

     م الطبيعية ) %(القي الانماط 
المتوسط الحسابي 

 للمرضى 

 Severe less than 1 0.46النمط الحاد 

النمط المعتدل  

Moderate 
1-5 2.04   

  Mild 5-35 30النمط الخفيف 

 

 



 
 

 .  Aالهيموفيليا  لدى مرضى   فعالية العامل الثامن للتخثر (4-1)شكل              

في    (Rearrangement)الوراثي  تيب  إعادة التر  التنميط الوراثي لحوادث(  (2-4

البينية   المنطقة  المقلوب    بتقنية    22تتابعات  البلمرة  تفاعل  نواتج  تغير 

Inverse-Shifting PCR  (IS-PCR):  لحوادث الوراثي  التنميط  إجراء  تم 

البينية   المنطقة  في  الوراثي  الترتيب  ثبت  22إعادة  الذين  المرضى  عينات    ت على 

فقط  إصابتهم   المرض  من  الحاد  عددهم    ,  بالنوع  لأ  ,    عينة  22والبالغ  ن  وذلك 

تختلف  الا الوراثي  التنميط  في  المتبعة  المرض بستراتيجية  نوع  أولًا   ,  حسب  يتم  إذ 

في المنطقة    توافرة  والتوجه بالبدء في كشف الطفرات الم   Aللهيموفيليا  التنميط الوراثي  

الجز ب  22البينية   للتشخيص  العملي  الدليل  مراكز يحسب  قبل  من  المتبع  للمرض  ئي 

ن هذا المدخل يسهم في الكشف لأ ؛    (UKHCDO)الهيموفيليا في المملكة المتحدة  

,    (Steven et al.,2005)تقريباً من الطفرات المسببة للمرض الحاد   %  40-50عن  

الوراثي في   ميط  للتن(  ( IS-PCR  إستخدمت تقنية تغير نواتج تفاعل البلمرة المقلوب و

34 

77.78% 



معينة بالإعتماد تعد وسيلة ذات قدرة على الكشف عن قطع تقييد    إذ   22المنطقة البينية  

ع قطع للأنزيم القاطع . وأن قعلى إستخدام بوادئ تستهدف التتابعات الطرفية لكل مو 

في حجم نواتج تفاعل البلمرة المقلوب لقطع التقييد سوف يعكس في النهاية    اً محدد   اً تغير 

إعادة    اً معين  تبدلاً  حدوث  نتيجة  النيوكليوتيدات  من  المضاعفة  الدنا  قطعة  محتوى  في 

عن  وان  الترتيب   للكشف  المقلوب  البلمرة  تفاعل  في و نقلاب  الاتصميم  الترتيب  إعادة 

بأنزيم    22الأنترون   الهضم  من  الناتجة  الحلقية  التقييد  قطع  عن  الكشف  على  يعتمد 

بديلاً    Bcl1  (Rossetti et al.,2008)التقييد   يعد  وصمة   الذي  بتقنية  للتحليل 

بوادئ    Sother blotسوذرن   أربعة  التقنية  هذه  في     ID,3U,2U,1Uهي  ويستخدم 

وتعطي   التقييد    لتحليل الحلقات المتكونة من القطع بأنزيم(  (3-4  الجدولكما مبين ب

والإنقلاب    Distal Inv22-1ل )البعيد(  لنمط الإنقلاب من النوع الأو اً حساس  اً تشخيص

 (  4-2الطبيعي )الشكل   والأليل  Proximal Inv22-2من النوع الثاني )القريب(  

 



تقنية    (4-2)شكل   لنواتج  الآكاروز  الكهربائي على هلام  الوراثي   IS-PCRالترحيل  للتنميط 

  75,   %2تركيز الهلام  في جين العامل الثامن    22لآحداث إعادة الترتيب في المنطقة البينية  

   دقيقة.  60- 45فولت/ سم  لمدة 

M   ( الدليل الحجمي = bp100 ) 

حجم    22= أليل الطراز البري  لفرد غير حاوي على أنقلاب أنترون    1المسار في العينة رقم  

 (  bp487 ) الحزمة بحدود  

من النوع الاول    22= لأفراد حاملين طفرة أنقلاب الانترون    7,  6,  5,   3,  2المسار في العينات  

Inv22-I  حجم الحزمة ( bp333 ) 

  Inv22-IIمن النوع الثاني    22لفرد حامل طفرة أنقلاب ألانترون  =    4المسار في العينة رقم  

 .( bp385 )   حجم الحزمة

كشف الإختبار التشخيصي بهذه التقنية على عينات الدنا المأخوذة من المرضى المصابين وقد  

المرض   من  الحاد  المرضى بالنوع  من  المستخلص  الدنا  وتركيز  نقاوة  تقدير  نتائج  كانت  حيث 

 ( 3-4( كما موضح في الشكل )  2-1.7المصابين يتراوح من )  

 

 

 

 



 .بأستخدام جهاز النانودروب تائج تقدير نقاوة وتركيز الدنا المستخلص( ن 4-3شكل ) 

  22  من  5في  كان  في جين العامل الثامن    22حدوث إعادة الترتيب في المنطقة البينية  أذ أن  

 (   4-4وكما موضح في الشكل ) %  31.8وحيث كانت نسبتهم   اً ريضم

 

 . IS-PCRير نواتج تفاعل البلمرة تائج التحليل الاحصائي لتقنية تغ ( ن 4-4شكل ) 

الأنترون   إنقلاب  تردد  الحاد من   22إن حدوث  بالنوع  المصابين  الثامن في  العامل  في مورث 

بنسبة   العراق  في  في      %  31.8المرض  المرض  عن  أخرى  دراسة  بينتها  التي  النتائج  تقارب 

العالم الأنترون    Keeneyأكد    إذ ,    الباقية    أنحاء  إنقلاب  تردد  أن  متغيراً    22وجماعته  يكون 

.وقد سجلت الدراسة حدوث   (Keeney et al.,2005)  %  17.6-46.9ضمن مدى يتراوح بين  

الأنترون   في  الإنقلاب  نوعي  الإنقلاب   22كلا  تردد  بنسبة  وكانت  الثاني(  والنوع  الأول  )النوع 

% من الحالات المتغيرة على التوالي . وهذه النتائج    4.55% و   31.8   1:6الأول الى الثاني  

الى حدوث  إنقلاب    اأشارو  إذ    (De Brasi et al.,2000)  مقاربة لما سجل في دراسات أخرى 

 . %  6بنسبة   inv22-2%  وإنقلاب النوع الثاني   35بنسبة     inv22-1النوع 



هو تغير تركيبي كبير ضمن جين      22إن إنقلاب الأنترون    وجماعته   Andrikovics  عدّ 

  وينتج عنه المرض الحاد     mRNA  العامل الثامن سوف يمنع تكون البروتين الكامل الطول من

(Andrikovics et al.,2003)   في إختلاف النسبة بين نوعي الإنقلاب الى       يعود السبب و

البعيد   الطرف  قر    distalإن  أكثر  تكون  )التيلومير(  الطرفية  المنطقة  إلتفاف    باً بإتجاه  عند 

من جين العامل    bp  50  وهذا هو السبب في إنقلاب الجينوم وفقدان أكثر من من,  الكروموسوم  

الثامن . إن هذا النوع من الإتحاد المتماثل يحدث بكثرة كلما إتجهنا نحو تيلومير مورث العامل  

بين مجاميع    22وجماعته الى أن الإنتشار العالي لإنقلاب الأنترون     Jenkinالثامن .  وأشار  

%   46% والهنود  47المصابين بالمرض الحاد في العديد من المجاميع السكانية مثل القوقازيين  

 .  (Jenkins et al.,1994) %   10.5%  والألبينو  33.3%  واليابان    37والصين 

وقد سجلت نتائج متغايرة الى حد ما في دراسة أجريت على مجموعة المصابين من عوائل في 

من   وكانت نسبة تردد الإنقلاب ,   %   Inv22   36.7تردد شكلت نسبة   إذ  تايوان غير أقارب 

وقد أشارت الباحثة طنطاوي   .  (Chen et al.,2010)%  7.6 بحدود   Inv22-1النوع الأول 

الى أنه خلال العشر سنوات الأخيرة زادت بسرعة عدد مسببات تبدلات الجين التي وصفت في 

وفي الدول العربية كانت النتائج مقاربة  ,   (Tantawy et al,.2010) تلفة مجاميع عرقية مخ

 Elmahmoudi et)%  في تونس   36.84ايضأ لما سجل في هذه الدراسة حيث كانت النسبة  

al.,2012)  23.3وفي مصر   %(Abu-Elew et al.,2011)  . 

  أختبرت    A   الهيموفيليا الحاد من مرض   بالنوع  جميع العينات من المرضى المصابين إنّ 

  نفسها  يد الناتجةيحلقات التق بإستخدام  وذلك  ,  في جين العامل الثامن 1إنقلاب الأنترون  توافرل



التي إستخدمت في الإختبار الأول مع إستخدام مجموعة    Bcl 1 من الهضم بالأنزيم القاطع

 (Rossetti et al.,2008)(3-4)الجدول كما مبين ب   ID,1-IU,1-ED-1 مختلفة من البوادئ

ئ مترافقة مع البواد  13kbللجين ذات الحجم  Wild typeي الحلقة الناتجة من النمط البر إذ ان

1-ID/1-IU   في جين العامل الثامن في   1والحلقة الهجينة التي حدث فيها إنقلاب الأنترون

 . (5  4-الشكل )كما في  9.09% حالة تمت غربلتها  22حالتين من 

                         
للتنميط    IS-PCRتقنية  (  الترحيل الكهربائي على هلام الآكاروز لنواتج  4-5الشكل )

تركيز الهلام  .الثامن في مورث العامل  1في المنطقة البينية  الوراثي لأحداث  إعادة الترتيب 
   دقيقة.  60- 45فولت/ سم  لمدة   75, 2%

M   ( الدليل الحجمي = bp100 ) 

العينة رقم   أنترون    1المسار في  أنقلاب  على  غير حاوي  لفرد  البري   الطراز  أليل  حجم    1= 

 ( bp 304) الحزمة بحدود  

 (  bp224 )  حجم الحزمة  1= لفردين حاملين طفرة أنقلاب الانترون  3,  2المسار في العينات 



 9.09%من جين العامل الثامن بنسبة  1بإنقلاب الأنترون   تردد  توافر   (4-4)الشكل  يوضحو 

  (Liang et al.,2008) إليه  مغايرة الى حد ما  مع ماتوصل وهذه النتيجة سجلت نتائج   

  بنسبة  1كان تردد إنقلاب الأنترون   إذ  بالمرض من الصين   على مجموعة من المصابين 

نة مع واز بالم الصينيين Aفي مصابين الهيموفيليا  جداً  اً وكان هذا الإنقلاب منخفض % 1.26

 . جماعات سكانية آخرى 

على    (Bagnall et al.,2002;Cumming,2004)  نتيجة دراستنا لم تتفق مع ماتوصل اليه

 1كان تردد إنقلاب الأنترون    إذ جماعة من المصابين بالمرض الحاد من سكان الولايات المتحدة  

(Inv1)    والسبب يعود الى أستخدام تقنية%   1.8بنسبة  L-PCR   بالكشف عن الإنقلاب لكن أكد

 -Inverse  عنها بطريقة أكثر حداثة وعصرية هي  إن هذه التقنية كثيرة المطالب تقنياً وإستعاض 

PCR     ساعة وتحتاج كميات قليلة من الجينيوم.    24من ميزاتها أنها تعطي النتائج في غضون

  إذ   (Ghosh et al.,2007;Laurie et al.,2007)  ودراستنا  نتائجها أتفقت مع ما توصل اليه

إنقلاب الأنترون   تردد  التي تميزت بمعدل   DHPLC  إتبع طريقة  إذ   %  11بنسبة    1وجد إن 

 إستعمال واسع . ات عن الطفرات ،وهي تقنية قليلة التكلفة ، وذ  كشف عال  

من خلال فحصه لمجموعة   (Chen et al.,2010)نتيجة دراستنا جاءت متفقة مع ماتوصل اليه 

ل تردد  شكّ   إذ من عوائل من تايوان غير أقارب    A  من المصابين بمرض نزف الدم الوراثي نوع

 % من المصابين بالمنط الحاد للمرض.  7.6بنسبة  1إنقلاب الأنترون  

طفرة فريدة من أنواع مختلفة  جمعت المعلومات عنها في قاعدة  1209تم التعرف حديثاً على 

   pointقاعدة مفردة   إستبدالات من طفرات  797ووجد  (HAMsTeRS)بيانات واسعة 

mutation    طة إنقلابات بين موقع تتابع  اتقريباً نصف حالات المرض هي التي تسبب بوسو



  (int22-2)وتتابع خارج الجين   (int22-1)من جين العامل الثامن  22داخل الأنترون  

(Rossetti et al.,2011)    إنقلاب تفسر   بوصفها طفرة .وماتبقى من الطفرات التي لم تشخص

 Nonsense mutation-Splicing mutation-Insertion and) على إنها طفرات 

Deletion mutation –Missense  mutation)   بينت الدراسات التي تهدف الى كشف  إذ

الطفرات المسببة للنزف الوراثي أن معظم المرضى يظهرون ضمن المناطق الأساسية في جين  

 '5) '5طق تشمل تتابعات الحفاز في الطرفالعامل الثامن المسببة للمرض وهذه المنا

promoter sequence)  والتتابعات المشفرة(Exons)   ومناطق إرتباط التتابعات المشفرة مع

بتتابعات عديد المحيطة   '3والمنطقة الطرفية   (Intron-exon boundaries)التتابعات البينية  

 الأدنيل  

 (3' region around the Polyadenylation signal sequences) في الطفرات وجدت  إذ

ستراتيجية المباشرة للكشف عن هذه الطفرات ن الأإ.لذلك ف (exons 26)جميع التتابعات المشفرة 

 PCRسوف تتضمن مضاعفة هذه المناطق من الدنا الجينومي بإستخدام تقنية تضاعف السلسلة 

لكشف الطفرات . وبسسب الحجم الكبير والتعقيد الموجود في جين   PCR  ـوغربلة نواتج ال

طع من الدنا الجينومي لتغطية هذه تضاعف لقُ  30إجراء  اً عامل الثامن فإنه سوف يتطلب غالبال

 Higuchi et)ستراتيجية تتبع من قبل بعض المختبرات وهذه الأ.  المناطق المهمة من الجين

al.,1991;Goodeve ,1998) (Vidal et al.,2001; Goodeve et al.,2000)   وبدلًا عن

  (exons)للعامل الثامن في غربلة المناطق المشفرة   mRNA ذلك يمكن إستخدام الرنا الرسول

ومنطقة عديد   '5كبير الحجم ومنطقة الحفاز في الطرف  14، أما الإكسون    15-26و  13-1

 Naylor et) الطفرات من الدنا الجينومي   لتوافر  غربلتها  يمكن  '3في الطرف   الأدنيل

al.,1991)  ل عليه من موقع الإستنساخ الرئيسوإن الرنا الرسول للعامل الثامن لايتم الحصو  



عن ذلك يتم الحصول عليه من خلايا الدم البيض     وبدلاً , لهذا الجين وهو الخلايا الكبدية 

(   Ectopic (leaky) expression)  في الدم والتي يتم فيها تعبير أستنساخ قليل لهذا الجين

(Naylor et al.,1991)    ـال  ويمكن إستخدام تقنيات كشف الطفرات في غربلة نواتجPCR  

 (Mismatch Cleavage)تقنية  فائدة  من جين العامل الثامن  وأحد أكثر التقنيات 

(Montandon et al.,1989)   إستخدمت هذه الطريقة في تحديد الطفرات المسببة لمرض   إذ

 Saad et) وفي المملكة المتحدة (Green et al.,1991)في السويد  Bالهيموفيليا نوع 

al.,1994)   وإستخدمت بشكل كبير في الجهود المبذولة لتوصيف الطفرات المسببة في

   الآخرى    قائ . ومن الطر  (Waseem et al.,1999)في المملكة المتحدة  Aالهيموفيليا نوع  

   المفرد    للشريط  التعدد الصوري  هي طريقة  للكشف عن الطفرات   إستخدمت   التي

(Single-Strand Conformation Polymprphism) SSCP ,  وطريقة الترحيل الكهربائي

أو   , DGGE  (Denaturing  GradientGel Electrophoresis)بالجل المتدرج المدنتر

 Denaturing High  Performance)المدنتر الكروموتوغرافي السائل عالي الكفاءة   طريقة

Liquid Chromotography) DHPLC    .(Schwaab et al.,1997) 

 

 

 

 

 

 



 والتوصيات  الأستنتاجات. 5

 -: Conclusions الأستنتاجات  1-5

 -تية :الحالية يمكن وضع الأستنتاجات الآمن خلال الدراسة 

  اً جزيئي  اً أصبحت عيب  (Inversion22)  22  والأنترون  (Inversion1)  1  إنقلابات الأنترون .1

  عُدت و     severe Haemophilia A  الحاد A الوراثي نوع  مهم ينتج عنه مرض نزف الدم  

ينتج عنها أجسام مضادة ضد العامل الثامن   هذه الأنقلابات واحدة من عوامل الخطورة التي 

 .  FVIII للتخثر

الأ  (Inversion)  طفرة.أن  2 الثامن هي    22  و  1نترون في  العامل  عن    ةالمسؤول  من جين 

.وتحليل الطفرة  النوع الحاد       Aيلياهيموفالحوالي ثلث الطفرة المسببة للمرض بين المصابين ب

أنجز ليصبح أداة ووسيلة نصح وقبول للتحليل    (Inverse-Shifting PCR)  بوساطة طريقة  

وبالأخص الحالات الحادة من المرض في الأقطار المتقدمة    A  يافي مصابين الهيموفيلالوراثي  

ال التركيبية  الأنواع  الحارة  لكل  المناطق  مع  ا مترافقة  العالي   Hotspot  طفوريا التكرار  ذات 

أن هذا الأختبار    اً علم,  للعينة    ($150)المتوسطة للأختبار بحدود    للطفرات فضلا عن الكلفة

 مرة في هذه الدراسة . لأول  العراقطبق في 

 

 

 

 

 



 -: Recommendations  التوصيات  2-5

النزيف ،هو أو هي عليهم    .المريض الذي هو أول شخص بالعائلة لديه شك وإشتباه بأعتلال1

تدعى الفحوصات  من  سلسلة  الى  الفحوصات    (Coaggulation Study)  الخضوع  وهذه 

 : تتضمن  Aلتشخيص الهيموفيليا  

a.  س زمن قياProthrombin time(PT) . 

b.قياس طول فترة Partial thromboplastin time(aPTT)  activated . 

c  . ائف  ظقياس فعالية العامل الثامن بالبلازما . وهناك فحوصات حديثة أخرى إقترحت لتقييم و

 .   الخثرة وتتضمن فحص توليد الثرومبين

 Family  وتحليل شجرة العائلة يوصى بالعوائل المصابة بالمرض أن تخضع للمشورة الوراثية .2

pedigree  ظهور حالات  عن  المتوارثة  الحالات  تلقائي  لتمييز  على ،  المرض  والدراسات 

ال تحليل    ،    DNAـمستويات  الى  بالخضوع  الصوري وذلك    Polymorphisim  التعدد 

مرضي,    (Extragenic-Intragenic)للمناطق ليس  التحليل  هذا  يخفق  ؛    اً دائم  اً لكن  لأنه 

  . طفرات  معظمها  التي  الحالات  من  الهيموفيلياأذ  العديد  مرض  واسع   Aأن  إعتلال  هو 

فرة  اة غير متاحة وغير متو مهمالأنتشار على مدى العالم ، ويتطلب موارد إقتصادية عالية و 

الجزيئية  ,    للأغلبية للغربلة  الحديثة  التقنيات  ادخال  لغرض  موارد  تخصيص  ويتطلب 

 للتشخيص والبحث والتدريب.



في أدخال تقنيات تقديم الأستشارة الوراثية للعوائل المصابة بالمرض من خلال تقنيات    عنايةال.  3

   preimplantation  وتقنية ماقبل الزرع   prenatal diagnosis  التشخيص ماقبل الولادي

 .  في حالات الإخصاب الصناعي 

  (Antigen-Activity)  لمعرفة مستوى الفعالية من حيث في دم الجنين   FVIII  تحديد فعالية .  4

 . من عينات دم الحبل السري للجنين
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 (  1ملحق رقم ) 

Patient Information Sheet 

File No.                         Date of first registry 

 الإسم الرباعي :                                                                           اللقب : 

 تاريخ الولادة :                          محل الولادة :                                   الجنس: 

 العمر عند التشخيص:                                      الجنسية : 

 التحصيل الدراسي:                                          المهنة: 

 إسم الأب :                                                  إسم الأم: 

 الدراسي :                                        التحصيل الدراسي: التحصيل 

 المهنة:                                                        المهنة: 

 العنوان:                                                     المدينة: 

 المحلة:             الزقاق:                 رقم الدار:                  الهاتف:     

Diagnosis 

Deficient Factor level  

inhibitor Status                                           Viral Status 

Blood Group 

type of bleeding                                        Age at diagnosis  

Age at onset of bleeding                           type of bleeding  

Bleeding History 

Bleeding at brith                                             Hematuria 

Bleeding after vaccination                           GI bleeding  

Joint bleeding                                                  Menorrhagia  

Skin bleeding                                                   bleeding after operation   

Muscle bleeding                                                bleeding after trauma  

Epistaxis                                                             Tooth or gum bleeding 



 (  2ملحق رقم )     

 

 Clinical Data Sheet    

 

 إسم المريض :                                                    التشخيص:              

No:                                              Yes:                       Parental Consanguinity 

 Family history of bleeding disorder 

Father:                 Mother:                   Siblings:             Male:                female: 

Mother side:               Cousin:               Grandfather:              GrandMother:           Uncle:  

Aunt:               

Father side:              Cousin:                  Grandfather:               GrandMother:            

Uncle:                     Aunt: 

Other family members: 

Maternal history of abortion:                        Yes:                        No: 

Family history of death due to bleeding:               Yes:                 No:  

Social history: 

School attendance:                   Regular:            Irregular:            Leave School Why: 

School performance:                    Good:            school absence:          School failure: 

 

Left Right Target    Joint 
  Knee 
  Ankle 
  Elbow 

  Shoulder 
  Hip 
  Wrist 

 

 



 (  3ملحق رقم ) 

 

Reason for diagnostic                Diagnostic technique (check all that apply)  

 

Clinical symptoms only:                                                   Bleeding symptoms: 

Screening test only:                                                         Other family history: 

Specific factor assay:                                                     Mother is Know carrier: 

Unknow :                                                                              Unknow: 

Others:                                                                                 Others: 

Treatment type:                                                                Treatment products used: 

On demand:                                                                       FFP: 

Prophylaxis:                                                                       Cryoprecipitate:  

Others:                                                                                    Platelets: 

                                                                                              Factor concentrates: 

 

 

 

 

 

 

 

                                      Summary 



 

        The study included atotal of 44 sample collected  venous blood  of 

male patients with Haemophilia type A laboratories of both hospital 

Virgin educational / Baquba and hospital child protection in medicine / 

Baghdad for the period from (January and until April of 2012)  

Withdraw the amount of 5 mL of venous  blood  and 2.5 mL put in 

a test tube container on coagulation inhibitor  Tri-sodium citrat to see the 

effect of disease Haemophilia A on of the blood clotting time 

(Prothrombin time and activated Partial Thromboplastin time) and FVIII 

activaty concentration  . The was used 2.5 to extract DNA undiminished 

oxygen DNA to analyze the disease-causing mutation technology IS-

PCR. 

The results of  statistical analysis showed the absence of  

significant  differences in  prothrombin clotting time to the satisfaction 

patients  when compared with natural  value (Normal value) of the  

measure, on the grounds that the cause of the disease is due to a lack of a 

clotting factors that have a relationship in the process of blood clotting 

with the course of procedure and prothrombin clotting time test reflects 

the concentration and effectiveness normal clotting factors external of the 

way and made these factors in liver. 

As   the results of the statistical  analysis in indicated  the presence 

of significant differences in the time of the partial thromboplastin clotting 

in patients when compared withnature value (Normal value) of 

measurement values  to the fact that test time clotting thromboplastin 

partial reflects laboratory-effective to stop bleeding for coagulation 

factors with the course of procedure, which include (FXII, FXI , FX, FIX, 

FVIII) and low significant in the effectiveness factor blood clotting eighth 



in most groups patients with disease Haemophilia type A and especially 

that all the groups affected by type of severe and that the fact that the 

concentration of the effectiveness factor blood clotting VIII is less than 

1%. 

 DNA was extracted and the results of estimating the concentration 

and purity of purified DNA ranged between 60.000,50,000,35.000 ug The 

purity ranged between (1.7-2) and demodulation for the purpose of the 

analysis was disease-causing mutation technology (IS-PCR ) and 

characterized this technique as a quick and Technology gave us the results 

within 24 hours . 

The results of the analysis of mutations have indicated that the the 

intron coup boom  22 (Inv22type I) has formed a percentage  31.8% and 

frequency doubled five times higher mutation frequency Inv22 type 

II   which formed the percentage  4.55% The reason that the distal tip be 

closer as we head towards the telomere (Part Terminal for chromosome) 

and this is the reason coups Alginyum and the loss of more than 50bp 

from Jane factor VIII and this kind of re-union replication occurs 

frequently as we head towards the telomere Factor VIII. While The 

results of the analysis of mutations have indicated that the intron 1 has 

formed apercentage  9.09% . 
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