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دراسة بعض المتغيرات الوراثية الجزيئية لتأثير الجينين
RPE65 و MERTK في التهاب شبكية العين الصباغي

جامعة الانبار/ كلية التربية للعلوم الصرفة/ قسم علوم الحياة

رضاب عجيل جاسم الراوي، سمير مشرف خلف الدليمي

الخلاصة:

المقدمة:

   شملت الدراسة الحالية 74 مريض مصابين بالتهاب الشبكية الصباغي في محافظتي بغداد والانبار , من كلا الجنسين , وبمتوسط فئة عمرية ) 20_45( 
سنة , بالإضافة الى 20 شخص متعافين من المرض ومن أي اعراض بصرية اخرى تستخدم كعينات سيطرة. وجاءت هذه الدراسة بغرض كشف التغيرات 
الحاصلــة فــي كل من جين RPE65 , وجين MERTK , لدى هؤلاء المرضى باســتخدام تقنية الPCR , للتعــرف على الخلل الحاصل في هذه الجينات 

ومدى ارتباطها بحدوث المرض .
   واظهرت نتائج الدراســة الحالية على المســتوى الجزيئي لجين RPE56 ظهوره بنســبة %43.25 من عموم افراد عينة الدراســة بينما لم يظهر بنســبة 
%56.75 من مجموع عينة الدراســة الامر الذي يؤكد دور الخلل الحاصل على مســتوى تتابعات هذا الجين في احداث المرض .اما نتائج الدراســة على 
المســتوى الجزيئي لجين MERTK فقد اكدت ظهوره بنســبة %63 من عموم عينة الدراســة الحالية بينما لم يظهر بنســبة %37 , فالخلل الحاصل على 
مستوى جين  RPE65 كان اعلى من الخلل الحاصل على مستوى جين MERTK وبالتالي فان جين RPE65 قد يؤثر بنسبة اكبر في احداث المرض.

   وأكدت نتائج الدراسة أن معدل ظهور جين MERTK اكبر من معدل ظهور جين RPE65 في المصابين بالتهاب الشبكية الصباغي ضمن افراد عينة 
الدراســة الحالية , متوســط الفئة العمرية الاكثر عرضة للإصابة بمرض التهاب الشــبكية الصباغي هي الفئة 20_40سنة, وبذلك توصي الدراسة بإجراء 
تحليل اكسونات الجينات المدروسة كاملة  لمعرفة السبب الرئيس الحاصل في الجينات بصورة دقيقة المؤدي الى احداث المرض لدى المصابين و اجراء 

دراسة خاصة على مستوى تركيز بروتينات الجينات المدروسة في الدم ومدى علاقتها بأحداث المرض وتقدمه .

Retinitis pigmentosa, RPE65, RP, MERTK, Retina :الكلمات المفتاحية

انحطــاط الشــبكية retinal degeneration  في الانســان هو واحد من اهم 
 Retinitis و التهاب الشبكية الصباغي ,  blindness الاسباب الرئيسية للعمى
Pigmentosa  هوفــرع من انحطاط الشــبكية و الذي يتميز بالفقدان) الموت( 
التدريجي للخلايا المســتقبلة للضــوء photo receptor cells , و الذي يتميز 
بوجــود علامات وراثية و ظواهر ســريرية غير متجانســة )1( .ان اصطلاح 
التهاب الشــبكية الصباغــي Retinitis Pigmentosa  اطلق ولأول مرة من 
قبــل )Donders( فــي العام 1857,  ويؤثر هــذا المرض في ) 1 من 3500( 
الى ) 1 من 4000( شــخص )2( .ان مصطلح التهاب الشــبكية الصباغي نفسه 
مصطلــح غيــر دقيق علميــاً و ذلك لان الالتهابــات لا تظهر كجــزء بارز من 
فســيولوجيا المــرض , و ذلك لان هــذا الاضطراب هو فــي الواقع ضمور او 
انحطــاط محدد وراثيا و ليس اضطــراب التهابي , علاوة على ذلك فأن التهاب 
الشــبكية الصباغي اصبــح مرتبط بفئة كاملة من مورثــات انحطاط الصبغيات 
فــي الشــبكية retina. (3( . ومــن النتائج الاكثر شــيوعا و الاكثــر تأثيرا في 
مرض التهاب الشبكية الصباغي هو العمى الليلي night blindness  والفقدان 
التدريجــي في المجال البصري المحيطــي peripheral visual field  او ما 

. )tunnel vision  (4 يسمى برؤية النفق
    ويتــوارث التهاب الشــبكية الصباغي بثلاث طرق رئيســية و هي اما عن 
طريــق جينــات جســمية ســائدة Autosomal dominant genes , او عن 
طريــق جينــات جســمية متنحيــة Autosomal recessive genes  او عن 
طريــق جينات مرتبطة بالكروموســوم الجنســي X-linked (X) .(5( و من 

الاعــراض الرئيســية للمرض هي: العمــى الليلــي night blindness والذي 
يقصــد بــه فقدان التمييــز البصري في الاماكــن المظلمة )6(, وفقــدان الرؤية 
المحيطيــة Peripheral visual field loss وتحدث نتيجة لحدوث الانحطاط 
فــي الخلايا المســتقبلة للضــوء photoreceptor cells  بالإضافة الى تجمع 
  tunnel vision  الصبغيات حول الشــبكية و توصف هذه الرؤية برؤية النفق
4)( , وفقــدان الرؤية المركزيــة Central visual loss وتحدث في المراحل 

المتأخرة من المرض )7( .
    كمــا وتــم اكتشــاف العديد من الجينات التــي كانت وراء التهاب الشــبكية 
الصباغــي   RP وانتقالــه الــى الاجيال  ومن اهم الجينات فــي هذا الصدد هي 
جيــن RPE65  (retinitis pigmentosa epithelium- 65 ( , الــذي يقع 
فــي البطانة الظهارية في الشــبكية  Retinal pigment epitheliumوالذي 
photorecep�  يلعب دورا رئيسـ�ا فـ�ي الحفاظ على الخلايا المسـ�تقبلة للضوء 
tors cell والــذي يســبب حوالي %2 مــن حالات التهاب الشــبكية الصباغي 
RP المتنحي ويقع هذا الجين على الكرموسوم الاول في الانسان. )8( , وجين 
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الــذي   ,  )MERTK (C- mer proto  oncogene tyrosine- kinase
يقع على الكروموســوم الثاني ويلعب دورا مهما في العديد من انســجة الجســم 
المختلفــة واهمها شــبكية العيــن retina فهو يرتبط ارتباطا وثيقا مع الاغشــية 
الميكروســكوبية لشــبكية العيــن.)9( وبالنظــر لأهمية هذه الجينــات وعلاقتها 

بالتهاب الشبكية الصباغي جاءت هذه الدراسة تهدف الى :
-دراســة تأثيــر جينــي RPE65 وMERTK لــدى الأشــخاص المصابيــن 
بالتهاب الشبكية الصباغيRP . ومقارنة تأثير الجينات المدروسة في المصابين 

بالمرض في العراق .

1 - جمع العينات:
 RPتــم جمــع عينات الدراســة  من المصابيــن بالتهاب الشــبكية الصباغي   
بالتنســيق مع اطباء العيون في مستشــفى ابــن الهيثم التعليمي  بغــداد /العراق 
للفتــرة من 19/2/2016 ولغاية 15/7/2016 ، وقد اشــتملت عينات الدراســة 

على مجموعتين :

A- المجموعة المرضية: تتكون  مئن 74 مريض مصابين بالتهاب الشــبكية 
الصباغــي RP  ومن كلا الجنســين ضمن فئة عمرية تتــراوح بين ) 20-40( 

سنة.
B- مجموعة الســيطرة : تتكون من  20 شــخص من المتطوعين الســليمين 

والذين  لم تظهر او تشخص لديهم اي اضطرابات بصرية .
 Molecular study 2 - الدراسة الجزيئية

 Genomic DNA Extraction اســتخلاص الدنــا المجينــي مــن الــدم
from blood: تم اســتخلاص الدنا  من دم كل من عينات الســيطرة والعينات 
Ge� )المرضية وفق طريقة الاسـ�تخلاص المعتمدة من قبل الشـ�ركة المجهزة ) 

neaid( الامريكية والمرفقة مع ال )KIT( الخاص بالاستخلاص .
Polymerase Chain Re�  طريقة عمل تفاعل سلسـ�لة البلمرة المتعددة 
action : أجُريت طريقة العمل باســتعمال PCR Micro tubes حجم  0.2 
mlوبحسب طريقة العمل المرفقة مع عدة الPCR-premix  المجهزة من قبل 
شــركة Bioneer  الامريكيــة وبحجم نهائــي ml 20  كما موضح في الجدول 

.)1(

 Premix  Lyophilized وأضُيفت جميع المواد الســابقة الــى البريمكس   
المجهزة من شــركة Bioneer ورُجت بواســطة الهــزار exspin  لمدة دقيقة 
ثم شُــغل  PCR ، وأدُخلت العينات بعنايــة في جهاز المبلمر الحراري لإجراء 
التفاعل وباســتعمال البرنامج المناسب في التضاعف الذي تم تطبيقه على وفق 
برنامج خاص للبوادئ المعدة خصيصا للدراسة الحالية  ، وقد تم اجراء تفاعلات 
PCR بعــد تهيئة الظروف المثلى optimization لكل البوادئ لمعرفة درجة 

حرارة الارتباط Annealing temperature الملائمة للعمل . 
  وقــد أسُــتعمل زوج مــن البــوادئ لجيــن RPE65  و اربــع بــوادئ لجين 
Bi� من شــركة lyophilized حيــث جهــزت البادئات بشــكل ، MERTKK
oneer الامريكيــة وذوبت فــي الماء المقطر, وتم تحضير تركيز نهائي مقداره 
10 بيكومــول / ميكروليتــر. والجدول2(( و )3(  يمثل البوادئ المســتعملة في 

هذه الدراسة :

المواد وطرائق العمل:

ComponentVolume µl/sample

Primer F2 بادئ امامي

Primer  R2 بادئ خلفي

Nuclease free water8 ماء خالي النيوكلييز

DNA template3 قالب الدنا

PCR premix5 خليط التفاعل

20الحجم النهائي

)PCR( مكونات تفاعل البلمرة المتسلسل )جدول )1

جدول)2( البوادئ Primers المستعملة لجين RPE65 مع تتابعاتها والحجم المتوقع لها.

bp الحجم المتوقعPrimer sequence  اسم البادئالتتابع

178
20

20

AGCATCCTGCTGGTGGTTAC  

GCTTGCCCATCAAACAGGTG

F

R
P1

819 
20

20

  CACCTGTTTGATGGGCAAGC

CCAGCAGCAGAGATCCACAA

F

R
P2 
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   وبعــد انتهاء وقت التفاعــل اخرجت أنابيب PCR Micro tubes الحاوية 
علــى عينات الدنا المتضاعفة من الجهاز, وســحب منهــا 7 مايكروليتر وحمل 
علــى هــام الاكاروز بتركيــز 2 غم في 100مــل , ورحلت بجهــاز الترحيل 
Power sup�  الكهربائي لمدة سـ�اعة  ونصف. ربط مجهز القـ�درة الكهربائية 
ply مــع حوض الترحيل بواســاطة الاســاك والاقطاب الموجبة والســالبة ثم 
شــغل مجهز القدرة وضبط عند 90 فولت لمدة ســاعة واحدة بعد ذلك تم إيقاف 
مجهز القدرة وانهاء عملية الترحيل الكهربائي. رفع الهلام من حوض الترحيل 
الكهربائي وفحص بجهاز التوثيق  Gel Documentation بوســاطة الأشعة 

فوق البنفسجية وصور بالكاميرا الرقمية المرفقة بالجهاز.

1 - توزيع المصابين حســب التاريخ العائلي للإصابة بمرض التهاب الشــبكية 
الصباغــي : يبين الجــدول )5( توزيع أفراد عينة الدراســة الحالية وفقاً لتاريخ 
الإصابــة بمــرض التهــاب الشــبكية الصباغي )وجــود أكثر من حالــة إصابة 
بـــ RP ضمــن تاريــخ العائلة( إذ بلغت نســبة المصابيــن ذوي التاريخ العائلي 
الطبيعي )%45.9(، أما المصابين ذوي التاريخ العائلي الموجب فكانت نسبتهم 

.)54.1%(

bp الحجم المتوقعPrimer sequence  اسم البادئالتتابع

973
20

19

TGTTTTCACCAACCCAGCCT    

 AAAGGTGCTACTGATGGGG      

F

R
M1

786
20

20

GCAGTGAGCCCTTGGATTCT    

CTCCCGCTGTGAAGAGTTGT   

F

R
M2

73
17

20

CGGACAGGGAGCTTCGC  

GGACGGATGGACAGATGGAC

F

R
M3

85
20

18

CCATCCGTCCGGAGAGAAAT

GGGGAGGAAGAGGCCCAG

F

R
M4

جدول) 3( البوادئ Primers المستعملة لجين MERTK مع تتابعاتها والحجم المتوقع لها.

	PCR جدول )4( برنامج تفاعل

F: Forward               R: Reverse  

عدد الدوراتالوقتدرجة الحراة مْالخطوات

51 دقيقة95 المسخ الاولي 

30 ثانية95 المسخ النهائي

35 30  ثانية60-55*الالتحام 

1  دقيقة72 الاستطالة

51  دقيقة 72 الاستطالة النهائية

*متغيرة حسب البادئ ) حيث كانت للبادئ p1 و  p360 مْ  , وللبادئ p2 57 مْ , وللبادئ p4 55.4  مْ , وللبادئ M1 و M2 59.3 مْ ( .

النتائج والمناقشة:
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 نلاحظ من الجدول )5( أن نسبة التاريخ العائلي الموجب لدى أفراد عينة الدراسة 
والبالغ عددهم )74( من  كلا الجنسين المصابين ـبالتهاب الشبكية الصباغي بلغت 
)%54.1( وذلك لأن أغلب الحالات المدروســة كانت ضمن عوائل لها تاريخ في 
الإصابــة بمرض RP، وهذا ما يؤكــد دور العوامل الوراثية والعوامل البيئية التي 

تشترك في إحداث الإصابة بين أفراد العائلة الواحدة. 
   كمــا وأن التهاب الشــبكية الصباغي RP واحد مــن الأمراض الوراثية النادرة 
الحدوث، والذي ينتقل بين أفراد العائلة الواحدة وراثياً عن طريق الجينات الجسمية 
الســائدة والمتنحيــة وكذلــك المرتبطة بالكروموســوم )X( وهذا مــا يؤكد أن نحو 
)%46( من مرض التهاب الشــبكية الصباغي هو مــرض متوارث ضمن العائلة 
الواحــدة إذ أن نســبة وراثة المرض بالجينات الســائدة يبلغ نحــو )%19( وكذلك 
الجينــات المتنحيــة لها نســبة )%19( من وراثة المرض فضلا عن نســبة )8%( 

 .)X). (2) ,(24( تنتقل خلال جينات مرتبطة بالكروموسوم
   أمــا أفــراد عينــة الدراســة ذوو التاريــخ العائلــي الطبيعي من كلا الجنســين 

والمصابين بمرض  RP فقد بلغت نسبتهم )%45.9( وهذا ما يؤكد وجود حالات 
فرديــة مصابــة ضمن العائلــة الواحدة على الرغــم من عدم وجــود تاريخ عائلي 
للمــرض في العائلة وهو وارد جــداً لأن أغلب حالات الإصابة بمرض RP تكون 
حالات مفردة من الإصابة  والتي تكون نســبتها )%46( بصورة عامة، وغالباً ما 
يحدث المرض لدى هؤلاء الأفراد نتيجة لحدوث طفرة جديدة في العائلة في بعض 
الجينــات المســؤولة عن إحداث المــرض لدى هؤلاء المصابيــن، هذا وأن ظهور 
هذه الطفرة لدى شخص وحيد من العائلة لا يمنع من وراثة هذه الطفرة لدى أبنائه 

لاحقاً )20(.
2 - توزيــع المصابين وفقاً للفئــات العمرية : يبين الجدول )6( توزيع أفراد عينة 
الدراســة المصابين بالتهاب الشــبكية الصباغي RP وفقاً للفئة العمرية إذ أظهرت 
نتائج الدراســة أن أعلى نســبة )%43.2( تقع ضمن الفئة العمرية )30-20( سنة، 
تليها الفئة العمرية )40 سنة فأكثر( والتي بلغت نسبتها )%35.2(، ثم الفئة العمرية 

)40-30( سنة بنسبة )21.6%(.

    إن مرض التهاب الشبكية الصباغي ينتقل ويصيب كل الفئات العمرية الشبابية 
تقريبــاً وعلى اختلافها ونادراً ما نجد هناك حالات إصابة RP من مرحلة الطفولة 
المبكــرة وإن وجدت فهي قليلة جــداً إلا إذا تلازم المرض مع أعراض أو أمراض 
أخرى مرتبطة بأمراض الطفولة المبكرة، ، ويرجح أن علامات المرض لا تظهر 
جملة واحدة وإنما يتدرج المرض في أعراضه بدءاً من العمى الليلي وانتهاءً بفقدان 
الرؤيــة المركزية وهــذا ما يؤكد أن المرض يظهر بعد ســنوات من حدوث الخلل 
المســؤول عــن المرض، وما يؤكــد ذلك هو أن مرض التهاب الشــبكية الصباغي 
مرض يتدرج في أعراضه مع انخفاض أســي واضح في المجال البصري بمعدل 

)3.5 – 13.5( سنوياً )7(.
   كما أشــارت الدراســات الســابقة التي حددت عمر بدء مرض RP  وانتشــاره 
ومنهــا دراســة )25( والتــي اجريت في امريــكا والتي جاءت بغرض تشــخيص 
 ،MERTK عند بعــض المصابين نتيجة لطفرات حاصلــة في جين RP مــرض
إذ حددت الفئة العمرية )42-20( ســنة الأعلى تكراراً بين المصابين والذين كانت 
أعــراض المرض لديهم واضحة جداً، وكذلك دراســة )17( والتي جاءت بغرض 
 Syndromic and non( المتلازم وغير المتلازم RP تشخيص أعراض مرض

syndromic RP( وحددت دراســتهم الفئة العمرية الأكثر إصابة بالمرض كانت 
تتــراوح )48-25( ســنة علمــاً أن أعمار بدء المرض في عينة دراســتهم كانت لا 

تتجاوز )25-20سنة(.
بينما دراســة )26( والتي اجريت في امريكا حددت أن الفئة الأعلى تكراراً بين 
 MERTK المصابين بالتهاب الشــبكية الصباغي الناتج عن حدوث خلل في جين
كانت بين )13-3( سنة هذا ولم تتجاوز أعمار المصابين بالمرض الـ )30( عاماً. 

3 - توزيع المصابين حسب الإصابة بمرض السكري :
وعند دراســة توزيع المصابين بمرض التهاب الشــبكية الصباغي RP من أفراد 
عينة الدراســة حســب الإصابــة بمرض الســكري حيث كما موضح فــي الجدول 
)7(  كان )56( مريضاً من أفراد عينة الدراســة نســبة السكر في الدم لديهم ضمن 
الحدود الطبيعية )Mg/dl )80-120، وهذا ما يؤكد القلة النادرة المصابة بمرض 
السكري مع التهاب الشبكية الصباغي RP إذ كانت نسبة )%24.2( من أفراد عينة 
الدراسة ظهر لديهم خلل في نسبة السكر في الدم وكان معدل أعمارهم يتراوح بين 

)72-30( سنة.            

.RP جدول )5( توزيع المصابين حسب التاريخ العائلي للإصابة بـ

جدول )6( توزيع المصابين وفقاً للفئات العمرية.

العددالجنست
التاريخ العائلي الطبيعيالتاريخ العائلي الموجب

النسبة المئويةالعددالنسبة المئويةالعدد

%1926%412229.9ذكور1
%1519.9%331824.2اناث2

%3445.9%744054.1المجموع

النسبة المئويةالعددالفئة العمريةت
%3243.2)30-20( سنة1
%1621.6)40-30( سنة2
%2635.2)40 سنة فأكثر(3

%74100المجموع

النسبة المئويةالعددنسبة ال سكر في الدمت

 1mg/dl )80-120(5675.8%

2mg/dl )125-350(1824.2%

%74100المجموع

جدول )7( توزيع المصابين بـ RP حسب الإصابة بمرض السكري.
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   يعــد مــرض الســكري واحداً من الأســباب المهمة للإصابة بالعمــى نتيجة لما 
يحدثــه من ضرر في الشــبكية نتيجة حدوث تغيرات في الأوعية الدموية للشــبكية 
عنــد مريض الســكري، ويعد تأثير داء الســكري على العين أقــوى من مضاعفاته 
علــى أي جــزء آخر )كالدماغ( مما دفع إلى القول بــأن هناك عوامل موضعية في) 
الشبكية ذاتها هي المسؤولة عن هذه المضاعفات (, ومن ناحية فسلجيه فأن انخفاض 
الأوكسجين في الشبكية  هو السبب الرئيس لظهور هذه المضاعفات وتفاقمها )28( 

.)27(
واجريت دراســة )29( في الســعودية علــى مريضين مصابيــن بمرض التهاب 
الشــبكية الصباغي RP وأمــراض أخرى منها داء الســكري لتوضيح مدى علاقة 
مرض السكري في اعتلال الشبكية لدى هذين المريضين، وكان المريضان يعانيان 
مــن أمراض ومتلازمات أخرى مثل قلة الســمع والعقــم وارتفاع ضغط الدم وخلل 
في وظائف الكلية والكبد وغيرها من الأمراض المشــخصة لديهم وكانت أعمارهم 
تتراوح )34-35( سنة على التوالي والمريض الأول كان يعالج بالحقن بالأنسولين 
والثانــي كان مصاباً بداء الســكري من النوع الثاني المقاوم للأنســولين ولوحظ أن 
المريضيــن يعانيان من اعتلال شــبكية واضح جداً ولكن لم يشــخص هذا الاعتلال 
نتيجــة الســكري وذلك لأنهما مصابان  بـــ RP الذي يعمل على فقدان المســتلمات 
الضوئية لوظيفتها في الشبكية، ومجرد حدوث هذا الخلل فإن اعتلال الشبكية نتيجة 

الســكري يصبح محالًا لأن أســاس اعتلال الشــبكية نتيجة الســكري يحدث نتيجة 
لحدوث )glycolysis( في المستلمات الضوئية بدرجة كبيرة، ومن ثم ونتيجة لعدم 
وجود مســتلمات ضوئية تقوم بهذه العملية فإن اعتلال الشبكية يكون ناتجاً بالدرجة 

 .RP الأساس عن حدوث خلل جيني نتيجة الإصابة بمرض
وهذا ما يؤكد ندرة حدوث اعتلال الشبكية نتيجة السكري مع RP وإن حدث فإنه 
لا يعــول عليــه في اعتلال الشــبكية الحاصل لدى المصاب ولكــن يعول وبالدرجة 
الأســاس على الخلل الجيني المســبب لفقدان المســتلمات الضوئية في شبكية العين 

)29(. )30( ايضا.
RPE65 لجين PCR 4 - نتائج تقنية

   أظهرت نتائج تقنية الـ PCR لأفراد عينة الدراسة التي أجريت باستعمال زوج 
من البوادئ  المتخصصة للجين RPR65 إن من بين )74( مصاب بالتهاب الشبكية 
الصباغــي هنــاك )45( مصاب يعانــون من اضطرابات جينية على مســتوى جين 
RPE65، تراوحــت هذه الاختلافات بيــن غياب الحزم المتوقع ظهورها أو ظهور 
الحــزم فــي مواقع غيــر متوقعة )وزن جزيئــي أعلى أو أقل( من الــوزن الجزيئي 
المطلوب , في حين لم يبدي أفراد عينة الســيطرة أي اضطراب جيني، كما موضح 

في الجدول رقم )8( والصور)1(,)2( ادناه 

حجم رمز البادئت
bp البادئ

عينة السيطرة )20(عينة الدراسة )74(

عدد مرات
ظهور الحزمة

عدد مرات
غياب الحزمة

عدد مرات
ظهور الحزمة

عدد مرات
غياب الحزمة

النسبة العدد
النسبة العددالمئوية

النسبة العددالمئوية
النسبة العددالمئوية

المئوية

1P11784054.1%3445.9%20100%00%

2P28192432.4%5067.6%20100%00%

جدول )8( البوادئ المستعملة لجين RPE 65، حجم البادئ المتوقع، وعدد مرات  ظهور أو غياب الحزمة ونسبتها المئوية لأفراد عينة الدراسة والسيطرة

صورة )1( الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز بتركيز 2%  لناتج RCP للبادئ 1P للعينات )53-47( بفرق جهد 09 ملي فولت 
reddaL ) M( ,حفرة بدون دنا ) E( يمثل دنا العينات السليمة ) 1C,2C( لمدة ساعة ونصف حيث ان

صورة )2( الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز بتركيز 2%  لناتج RCP للبادئ 2P للعينات)1_62( بفرق جهد 09 ملي فولت 
reddaL )M( ,حفرة بدون دنا ) E( يمثل دنا العينات السليمة ) 1C,2C( لمدة ساعة ونصف حيث ان
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  اظهرت نتائج الدراسة الحالية  أنه أكثر من )%56.75( من المصابين بالتهاب 
الشــبكية الصباغي ضمن عينة الدراســة أظهروا تغايراً واضحاً على مستوى جين 
RPE65 والــذي يؤكد دور هذا الجيــن والتغايرات الحاصلة فيه في إحداث التهاب 
الشــبكية الصباغي لدى أفراد عينة الدراســة. شــخصت حوالي 60 طفرة مرضية 
)Pathogenic mutations( تابعة للـ )14( أكســون ضمن جين RPE65 كانت 
وراء العديــد من امــراض انحطــاط الشــبكية )retinal degeneration( ومنها 
متلازمة ليبر الخلقية من النوع الثاني )LCA type2(، والتهاب الشبكية الصباغي 
المتنحي )arRP( هذا وأن عمر وشدة المرض تعتمد على نوع معين من الطفرات 
الحاصلــة فــي هذا  الجيــن )10(،)11(. أظهــرت نتائج الدراســة الحالية أنه هناك 
طفــرات حاصلة على مســتوى الجين أدت إلى اختفاء الحــزم أو عدم ظهورها في 
منطقــة الجيــن المطلوبة ) وزن جزيئي أقل(  في زوجين مــن البادئات التابعة لهذا 
 Deletion الجين وغالباً فإن هذه الطفرات قد تكون قد حصلت بسبب حدوث حذف
فــي تسلســل بعض القواعد النيتروجينية في منطقة التتابــع الجيني أدت هذه الطفرة 
إلــى  إحداث خلل معيــن وبالتالي لم تظهر الحزمة في الــوزن الجزيئي المطلوب، 
واتفقــت نتائج الدراســة هذه مع دراســة )12( والتي أكدت انــه هناك حوالي )21( 
مرض مختلف من امراض التهاب الشــبكية وانحطاطها وراثياً ترتبط ارتباطاً وثيقاً 
Muta� والظاهرة على شــكل طفرات DNA  بالتغايرات الحاصلة في تتابعات الـ 

tion مختلفة كالحذف deletion والاستبدال والإدخال insertion كما وأكدت هذه 
 RPE65 الدراســة أنه هناك حوالي )8 طفرات( مختلفة حاصلة على مستوى جين
فــي مرضى مصابيــن بأنواع مختلفة مــن أمراض انحطاط الشــبكية . كما واكدت 
نتائــج الدراســة الحالية ظهور حــزم البادئات لبعض أفراد عينة الدراســة في وزن 
جزيئــي أعلى من الوزن الجزيئي المطلوب والتي قد تكون ناتجة عن حدوث طفرة 
كانت نتيجة لحدوث إدخال insertion أو تضاعف Duplication على مســتوى 
الجيــن والتي تؤدي إلى حدوث ما يعرف )Over Expression( في الجين والذي 
يــؤدي إلى ظهور الحزم في موقع أعلى مــن الوزن الجزيئي المطلوب نتيجة لتعدد 
أشــكال الـ DNA DNA polymorphism الحاصلة لهذا السبب، وجاءت نتائج 
الدراســة الحالية متوافقة مع دراســة )13( في دراســة وضحت الطفرات الحاصلة 
في جين RPE65  لدى مرضى مصابين بالتهاب الشبكية الصباغي RP ومرضى 
مصابيــن بمتلازمــة ليبر حيث جاءت دراســتهم بــأن حوالي 15 مصــاب بالتهاب 
الشبكية الصباغي كانت لديهم طفرات أو خلل في جين RPE65 وكان أغلب الخلل 
الحاصل ناتج عن حدوث الإدخال insertion في القواعد النيتروجينية ضمن تتابع 
معيــن من جين RPE65, وكذلك شــخصت طفرات ناتجة عن وجود الأئل  طافرة 

أبوية بتتابعات ثلاثية النيوكليوتيدة كانت موجودة لدى أفراد عينة الدراسة المصابين 
ولكنها كانت غائبة في كل أفراد  عينة الســيطرة، مما أكد أن هذه التتابعات الثلاثية 
النيوكليوتيدة زادت على التتابع الرئيسي للجين مما أدت إلى إحداث خلل في وظيفة 
الجيــن وبالتالي إحــداث المرض. بالإضافة إلى ما تم ذكره هنــاك العديد من أنواع 
الطفرات على مســتوى جيــن RPE65 والتي كانت ناتجة عــن حدوث عيوب في 
الموقــع والناتجة عن حدوث حشــر وحــذف في نفس الوقت , وطفــرات نقطية في 
نيكليوتيدة واحدة ضمن كودون يشفر لحامض أميني معين, بالاضافة الى الطفرات 
الناتجة عن وجود اثنين من الاليلات المتنحية لنفس الجين  , وطفرات اخرى ناتجة 
عن انتقال نسختين من الكروموسوم او جزء من الكروموسوم من احد الابوين دون 
الاخر الى الذرية Uniparental disomy (UPD(, حيث شــكلت هذه الطفرات 
نســبة )%98.7( مــن بين الطفرات الحاصلــة في جيــن RPE65 والتي كانت قد 
 )RPE65 Kd( للبروتين amino acids أحدثت خللًا في شكل الأحماض الأمينية
فــي مرحلة بدء الترجمة initiation of translation في عمليات التعبير الجيني 
وبناء البروتين ولم تكن هذه الطفرات محددة على موقع معين بل أنها كانت موزعة 

على طول البروتين )14( , )15( , )16( . 
كل الطفرات سابقة الذكر وبمختلف تأثيراتها ونسبتها ومعدل تواجدها الحاصلة في 
جين RPE65 لدى مرضى التهاب الشــبكية الصباغي وغيره من أمراض انحطاط 
الشــبكية الأخرى مثل )LCA(، جميعها تعمل على إيقاف دور جين RPE65 في 
إكمــال الدورة البصرية عن طريق إيقاف ســابق لأوانه في عمليات التعبير الجيني 
لإنتــاج بروتين )RPE65kd( الأساســي فــي عملية الرؤية الطبيعيــة )10( . كما 
وتعمل هذه الطفرات على إيقاف عمل البروتين حتى وإن تم إنتاجه والذي ســيؤثر 
على عمله في تحويل فيتامين )A( إلى ما يعرف -cis retina 11 في المستقبلات 

البصرية وبالتالي إيقاف عمل الصبغيات البصرية في الشبكية )16(.
 MERTK لجين PCR 2 - نتائج تقنية

أظهرت نتائج تقنية PCR لأفراد عينة الدراسة التي أجريت باستخدام اربع بوادئ 
متخصصة للكشف عن جين MERTK، أن من بين )74( مصاب بالتهاب الشبكية 
الصباغــي هناك )43( مريــض يعانون من اضطرابات جينية على مســتوى جين 
MERTK تراوحت هذه الاختلافات بين غياب الحزم المتوقع ظهورها، أو ظهور 
الحــزم في مواقع غير متوقعــة ) وزن جزيئي أقل( من الوزن الجزيئي المطلوب ، 
في حين لم يبدي أفراد عينة الســيطرة أي اضطراب جيني كما موضح في الجدول 

رقم)9( والصور )3(, )4( , )5( , )6( ادناه 

رمز 
البادئ

حجم القطعة 
الناتجة 

عينة السيطرة )20(عينة الدراسة )74(

عدد مرات

ظهور الحزمة

عدد مرات

غياب الحزمة

عدد مرات

ظهور الحزمة

عدد مرات

غياب الحزمة

النسبة العددالنسبة المئويةالعددالنسبة المئويةالعدد
النسبة العددالمئوية

المئوية

M19734358.7%3141.9%20100%00%

M27865067.6%2432.4%20100%00%

M3731114.9%6385.1%20100%00%

M4854358.1%3141.9%20100%00%

جدول )9( البادئات المستعملة لجين MER TK، حجم البادئ المتوقع وعدد مرات ظهور أو غياب الحزمة ونسبتها المئوية لأفراد عينة الدراسة والسيطرة.
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صورة )3( الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز بتركيز 2%  لناتج RCP للبادئ 1P للعينات )53-47( بفرق جهد 09 ملي فولت 
reddaL ) M( ,حفرة بدون دنا ) E( يمثل دنا العينات السليمة ) 1C,2C( لمدة ساعة ونصف حيث ان

صورة )4( الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز لناتج RCP للبادئ  2Mللعينات )72_25( بفرق جهد 09 ملي فولت لمدة ساعة 
reddaL ) M(,حفرة بدون دنا ) E( يمثل دنا العينات السليمة )1C( ونصف حيث ان

صورة )5( الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز بتركيز 2%  لناتج RCP للبادئ 3M للعينات )72-25( بفرق جهد 09 ملي 
 reddaL ) M(,حفرة بدون دنا ) E( يمثل دنا العينات السليمة )1C( فولت لمدة ساعة ونصف حيث ان

صورة )6( الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز بتركيز 2%  لناتج RCP للبادئ 4M للعينات )1-62( بفرق جهد 09 ملي فولت 
reddaL ) M(,حفرة بدون دنا ) E( يمثل دنا العينات السليمة )1C( لمدة ساعة ونصف حيث ان
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   أظهرت نتائج الدراســة الحالية أنــهُ أكثر من )50.4(% من المصابين بالتهاب 
الشــبكية الصباغي ضمن عينة الدراســة أظهروا تغايراً واضحاً على مستوى جين 
MRETK والذي يؤكد دور هذا الجين والتغايرات الحاصلة فيه في إحداث مرض 
التهاب الشــبكية الصباغي لدى افراد عينة الدراسة. إن الطفرات الحاصلة في جين 
 )ar RP( كانت وراء %2 فقط من التهاب الشــبكية الصباغي المتنحي MERTK
هذا وقد تم تحديد )9( الائل مختلفة طافرة different mutant allele كانت )5( 
منها من النوع المتماثل homo zygous والذي ينتج عن زواج الأقارب في دراسة 
 MERTK 18( و)19(، وأن الطفــرات الناتجة عن حدوث خلل في تركيب جين(
 Rod – con ترتبــط ارتباطاً وثيقاً وكبيراً بأمراض ضمــور القضبان والمخاريط
dystrophy أكثــر مــن ارتباطها مع مرض التهاب الشــبكية الصباغي RP، وإذا 
اعتبرنا أن الأول منفصل عن الثاني في الأعراض والحدوث )18(. أظهرت نتائج 
الدراســة الحالية أن هناك طفرات حاصلة على  مســتوى جين MERTK أدت إلى 
اختفــاء الحزم وعدم ظهورها في منطقة الجين المطلوبة او ظهورها بوزن جزيئي 
اقــل من الوزن الجزيئي المطلوب , وغالباً قد تكون هذه الطفرات قد حصلت نتيجة 
لحدوث عملية حذف deletion في تسلســل القواعد النيتروجينية في منطقة التتابع 
الجينــي المقصــودة، أدت هذه الطفرة بالنتيجــة إلى إحداث خلل معيــن وبالتالي لم 
تظهر الحزم بالوزن الجزيئي المطلوب، وجاءت هذه الدراســة متوافقة مع دراســة 
)20( حيث أثبت أن الأفراد الذين يعانون من مرض RP كان لديهم تحور في جين 
missense muta� وأرجح السبب إلى حدوث طفرة واحدة من النوع MERTKK

tion نتيجة لحدوث حذف deletion في تتابع معين من الجين الذي كان سبباً وراء 
زيادة أعراض المرض عند المصابين وهذا ما أكده أيضاً )21( في دراســة سابقة. 
إن التعبيــر الجينــي لجيــن MERTK (Expression of mertk(  في الطفرات 
الناتجة عن الحذف يؤدى  إلى خفض استقرار البروتين وبنسبة عالية جداً في الخلية 
وبالتالي يؤدى ذلك إلى تقليص عملية الفسفرة phosphorylation اللازمة لإكمال 

عمل البروتين ) 20( .
 RP أظهرت نتائج الدراسة الحالية أن أغلب مرضى التهاب الشبكية الصباغي    
ضمن أفراد عينة الدراســة الأقارب )ضمن العائلة الواحدة أو ما يتعداه من درجات 
 MERTK و RPE65 القرابة( أظهروا  تغايراً واضحاً في كلا الجينات المدروسة
علــى الرغــم من درجــة القرابة والتي تحتم حــدوث نفس الطفرة فــي نفس الجين، 
وتتفق هذه الحالة من الدراسة الحالية مع دراسة فريدة من نوعها قام بها )22( على 
مريضيــن من ولاية مقدونيا وغالباً فإن المــرض لديهم كان نتيجة طفرة انتقلت لهم 
مــن أباءهم الذكور، وجاءت نتائج Debra بــأن هذين المريضين وعلى الرغم من 
درجــة القرابــة بينهم فإن أحدهم كان لديه خلل في جين RPE65، والآخر كان لديه 
Unipa�  خلل في جين ، هذه الدراسـ�ة وغيرها من الدراسات أكدت دور ما يعرف 

rental isodsomy (UPD(,)يقصد به ان يستلم الفرد الناتج زوج كروموسومات 
او قطع كروموســومية من احد الابوين دون الاخر والتي تكون ســبب المرض عند 

الذرية الناتجة ( وتقدر نسبة هذه الحالة مع RP حوالي )%3( فقط )23( .
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 A study of some genetic molecular variable of RPE65 and
MERTK genes effect in Retinitis Pigmentosa
Redhab Ajeel Jasem Al-Rawi, Samir Mishrif Khalaf

University of Anbar/ Coll. of  Educ. for Pure Sciences/ Biology Dpt.

The current study included 74 patients with Retinitis pigmentosa in the provinces Baghdad and Al- Anbar , from both 
sexes , and  the average age group (20-45) years , as well as (20) people healthy from the disease and from any other optical 
aliments, its used as control samples. This study came to detect changes taking place in each of RPE65 and MERTK genes 
in these patients by using PCR technology , to get know defect in these genes and how its relate in the occurrence of disease                                                                                                

The result of the present study at the molecular level of RPE65 gene showed appearances by 43.25% from all the members 
of study sample then it’s not appear by 56.75%of total study sample which confirms the role of defect winning at the level 
of sequences of this gene in the events of the disease . then the result of study at the molecular of MERTK gene its appear-
ance by 63% from all present study samples and it’s not appear by 37%, there for the defect winning at the level of RPE65 
was higher than from the imbalance winning at the level of MERTK gene, thus RPE65 gene may effect of the largest rate 
in the events of the disease .        

The results of the study showed that the rate of emergence of MERTK gene greater than the incidence rate of RPE65 in pa-
tients with retinitis pigment within the sample of the current study, and  the average age group is more susceptible to retinitis 
pigment is the category 20_40 year, A gene-specific gene that leads to disease progression in patients and a special study 
on the level of concentration of gene proteins studied in the blood and its relationship to disease events and progression

Abstract:


