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 □ممخّص □
 

قميمياً لإجراء مقارنة نسيجية مناعية لظيارة الكبد  - ىدفت الدراسة الحالية، والتي تعد الأولى من نوعيا محمياً وا 
وذلك Testudo graeca. السمحفاة ميمازية الورك و Hyla savignyi عند نوعين من الفقاريات: ضفدع الشجر 

لمعرفة  CK-cocktailو CK8/18م خدام الأجسام المضادة بتطبيق تقنية التحميل الكيميائي النسيجي المناعي عبر است
 مدى تطور النسج الحيوانية تبعاً لوجود السيتوكيراتين أو غيابو ومدى كثافتو في النسيج الكبدي.

وىذا يؤكد وجود السيتوكيراتين  CK-cocktailم أبدى النسيج الكبدي إيجابية متفاوتة مع الأجسام المضادة  -
فكانت سمبية تماماً عند ضفدع الشجر  CK8/18م  د الأنواع المدروسة، أما مع الأجسام المضادةفي ظيارة الكبد عن

يجابية عند السمحفاة ميمازية الورك.  وا 
، ضفدع الشجر، السمحفاة 8/18دراسة نسيجية مناعية، الكبد، سيتوكيراتين كوكتيل، سيتوكيراتين الكممات المفتاحية: 

  .ميمازية الورك
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□ ABSTRACT □ 

The purpose of this study, which is considered the first of its kind locally and -

comparison for the liver's epithelium in  regionally, is to make immunohistochemical

, by using Testudo graecaand Hyla savignyi two species of vertebrates: 

analysis technique, which include using antibodies of CK8/18  immunohistochemical

cocktail to determine the development of animal tissues by observing the -and CK

presence or absence of cytokeratin and its density in these tissues. 

-The tissues have showed varying positivity with CK-cocktail antibodies, which confirms 

the existence of cytokeratin in the liver's epithelium for the studied species, whereas, the 

tissues have showed completely negativity with CK8/18 antibodies at Hyla savignyi and 

positive at Testudo graeca. 

Keywords: Immunohistochemical study, Liver, CK-cocktail, CK8/18, Hyla savignyi, 

Testudo graeca. 
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  مقدمة
  Intermediate filaments( لعائمة بروتينات الخيوط المتوسطةCK) Cytokeratinينتمي السيتوكيراتين 

قطر (. يتراوح Heaphy et al.,2011)الخلايا الظيارية، والتي توجد في جميع الظيارات تقريباً  ضمن سيتوبلاسما
مييكل لالرئيسة الأخرى  مكوناتاثنين من ال ىا أقطارنانومتر، وتتوسط أقطار  10-14))بحدود الخيوط المتوسطة 

نانومتر(،  25الثخينة )  Myosin وزيننانومتر( والمي 7الدقيقة ) Actinخيوط الأكتين  وىي Cytoskeletonالخموي 
وعمى عكس خيوط الأكتين والميوزين التي تبدي ثباتاً في التركيب الكيميائي، فإن الخيوط المتوسطة تبدي تنوعاً كبيراً 

 .(Bershadsky and Vasiliev,2012)في الشكل والتركيب، وذلك بحسب الأنواع والأنسجة الحية 
من جية إلى الجية الأخرى من الخمية،  Epithelial cellsداخل الخلايا الظيارية  تمتد خيوط السيتوكيراتين

وتتصل مع خيوط السيتوكيراتين الموجودة في الخمية المجاورة  بشكل غير مباشر بواسطة أحد أجيزة الاتصال ما بين 
ى الشد التي تخضع ليا حيث يعطي ىذا التوزع لمخيوط مقاومة كبيرة لقو  Desmosome الخلايا تدعى بالديسموزم

النسج الظيارية، وبالتالي لا تشارك خيوط السيتوكيراتين مباشرةً في حركات الخمية كما في خيوط الميوزين والأكتين، بل 
يتكوّن السيتوكيراتين من سلاسل بولي دوراً ىيكمياً أساسياً من خلال توفير القوة الميكانيكية لمخلايا والأنسجة.  تؤدي

( والآخر أساسي ذو وزن CK20إلى  CK9 )من  LMWحمضي ذو وزن جزيئي منخفض  عان: الأولببتيد ولو نو 
(، حيث يتم الترقيم اعتماداً عمى قمة الحجم من الوزن الجزيئي العالي إلى CK8إلى  CK1)من   HMجزيئي عال  

ت الفرعية الحمضية والأساسية ويوجد عادةً السيتوكيراتين في أزواج غير متجانسة من الوحداالوزن الجزيئي المنخفض، 
ن الطفرات التي تضعف ىذا الإطار الييكمي تزيد من خطر تمزّق الخلايا وتسبب مجموعة  ،ذات الحجم المماثل وا 

 Fuchs and Cleveland,1998;Cooper and Hausman,2000;Herrmann et)متنوعة من الاضطرابات 
al.,2007;Rekhtman and Bishop,2011; Bershadsky and Vasiliev,2012). 

(. Moll et al.,2008)إنٍّ توزع السيتوكيراتين محدد لمغاية ويختمف بحسب الموقع ونوع الظيارة ومدى التمايز 
كما أنّ السيتوكيراتين خلال تشكل الورم الخبيث في الخلايا الظيارية يميل لمحفاظ عمى مظيره مما يسمح باستخدامو 

 .(Chu and Weiss,2002;Lane and Alexander,1990)كعلامة لوجود ورم محتمل 
 Bershadsky and)يتركّز وجود خيوط السيتوكيراتين في معظم أنواع الخلايا الحيوانية ولكن ليس في جميعيا 

Vasiliev,2012) ، حيث تم تأكيد وجود السيتوكيراتين في الجياز العصبي المركزي لعدة مجموعات من الفقاريات
(Markl et al.,1989;Franko et al.,1987;Godsave et al.,1986) ويبدو أنّ النمط الثاني )الأساسي( من ،

. وفي (Holder et al.,1990;Giordano et al.,1990)السيتوكيراتين كان أكثر شيوعاً في الأنسجة العصبية 
في الحبل الشوكي عند الفقاريات  تبين تطور تعبير النمط الثاني من السيتوكيراتين (Bodega et al.,1995) دراسة 

إذ كان تعبير ىذا النمط من  ،immunohistochemical anti-CKالبالغة المختمفة باستخدام التقنية المناعية 
لم يتم العثور عمى و في الفقاريات العميا،  نو، وخاصة البرمائيات عديمة الذنب، مدنياالسيتوكيراتين أقوى في الفقاريات ال

النمط من السيتوكيراتين في الزواحف أو الطيور، كما أظير تعبيراً ضعيفاً في الثدييات. كما دَرس  أي تعبير ليذا
(Pankov et al.,1987)  سيتوكيراتين الكبد الفقاري كدراسة مقارنة، لييكل وتركيب الخيوط المتوسطة المعزولة من

الطرائق الكيميائية الحيوية المناعية، بينت ىذه كبد ممثمين صفوف الفقاريات المختمفة بواسطة المجير الإلكتروني و 
الدراسة وجود بروتين واحد فقط من النمط الثاني )الأساسي( لمسيتوكيراتين موجود في جميع صفوف الفقاريات، بينما في 

م في الفقاريات الدنيا يوجد نوعان أو حتى ثلاثة أنواع من البروتينات من النمط الأول )الحمضي( لمسيتوكيراتين تسي
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( تم تأكيد وجود 2019.،وآخرونزريق Zoureik et al.,2019;تركيب الخيوط المتوسطة لمكبد. وفي دراسة )
السيتوكيراتين في الخلايا الظيارية لبعض أجزاء الجياز اليضمي عند ثلاثة أنواع من الفقاريات الدنيا ) 

Scyliorhinus canicula  وSparus aurata وSalamandra salamandra). 
لكن أي من ىذه الدراسات لم تتطرق إلى استخدام السيتوكيراتين في تحديد مدى تطور النسج إضافة إلى 

 صلات القربى بين الكائنات الحية.
 

 أهمية البحث وأهدافه
قميمياً إلى إجراء مقارنة نسيجية مناعية لظيارة  تيدف الدراسة الحالية والتي تعد الأولى من نوعيا محمياً وا 

لمعرفة مدى  CK-cocktailو  CK8/18الكبد عند نوعين من الفقاريات )البرمائيات والزواحف( باستخدام 
 ومدى كثافتو في ظيارة الكبد.تطور النسج الحيوانية بالاعتماد عمى وجود أو غياب السيتوكيراتين 

 
 مواد البحث وطرائقه

 المواد:  -1
 م(:2018-2017 أفراد من كل نوع من مدينة اللاذقية في الفترة ما بين عامي ) 8تم جمع 

 .Hylidaeمن فصيمة: الشرغوفيات   (Audouin,1829)( Hyla savignyiضفدع الشجر ) -
من فصيمة: السمحفيات  (Linnaeus,1758) (Testudo graecaالسمحفاة ميمازية الورك ) -

Testudinidae. 
 الطرائق: -2

تم الحصول عمى عينات الدراسة حيّة لممحافظة عمى بنية الكبد، ثم نقمت إلى مختبر كمية العموم حيث 
، وبعد تشريح ىذه الحيوانات عُزل الكبد وتم حفظو في Chloroformجرى تخديرىا باستخدام الكموروفورم 

ساعة عمى الأقل قبل اعداده لمدراسة النسيجية. تم تحضير  24% لمدة Formalin 10محمول الفورمول 
في  (Dabbs,2018)مشفى تشرين، حيث اعتمدت طريقة  -المقاطع النسيجية في قسم التشريح المرضي

-CK . مع العمم أن  CK8/18و CK-cocktailلمناعية وىي تحضير النسج ومعاممتيا بالكواشف ا
cocktail أوAE1/AE3  ،عبارة عن مزيج من جسمين مضادين مختمفينAE1  يكشف عن السيتوكيراتين

، 19وأيضاً السيتوكيراتين ذي الوزن الجزيئي المنخفض  10,14,15,16)الحمضي( ذي الوزن الجزيئي العالي 
وأيضاً السيتوكيراتين  1,2,3,4,5,6تين )الأساسي( ذي الوزن الجزيئي العالي فيكشف عن السيتوكيرا AE3أما 

عبارة عن أجسام مضادة تتعرف عمى  cam 5.2أو  CK8/18. بينما 7,8ذي الوزن الجزيئي المنخفض 
 .18و  8السيتوكيراتين 
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 النتائج والمناقشة

 .النتائج:1
 :Hyla savignyiضفدع الشجر 1- 

 Morphological description of liverالمورفولوجي لمكبد الوصف 
يقع الكبد عند ضفدع الشجر في التجويف البطني بالقرب من القمب والرئتين، لونو بني داكن، يتكون من فصين 
أيمن وأيسر، الفص الأيسر أكبر قميلًا من الفص الأيمن، ويتميز بوجود شق في طرفو السفمي. المرارة كبيرة تتوضع 

 (.1سفل الفص الأيمن الشكل )أ

 
  Immunohistochemical study of the liverالدراسة الكيميائية النسيجية المناعية لمكبد 
، باستخدام الأجسام المضادة لسيتوكيراتين كوكتيل  Hyla savignyiبينت الدراسة النسيجية لكبد ضفدع الشجر 

anti-cytokeratin cocktail  ( ًلمقناة الصفراوية3+تموّناً شديدا )Bile duct،  ( ًلسيتوبلاسما 2+وتموّناً متوسطا )
الخلايا الكبدية  Nucleiونوى   Blood cells، وظيور كل من نوى كريات الدم الحمراءHepatocytesالخلايا الكبدية 

(. أما عند استخدام الأجسام المضادة 3,2بمون بنفسجي دليل عمى عدم تمونيا بالسيتوكيراتين كوكتيل الشكل)
 (.5,4فكان التموّن سمبياً تماماً لمنسيج الحشوي الكبدي الشكل ) 8/18لسيتوكيراتين 

.  Heartالقمب  -Lung .2الرئة  - Hyla savignyi:1ضفدع الشجر  يوضح أحشاء (: 1)الشكل 
 Gallالمرارة  -Right lobe .5الفص الأيمن من الكبد  -Left lobe .4الفص الأيسر من الكبد -3

bladder. 
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يوضح تموّن سيتوبلاسما الخلايا  Hyla savignyiمقطع عرضي في كبد ضفدع الشجر (: 2)الشكل 
(  N)بالسيتوكيراتين كوكتيل وعدم تموّن كل من نوى الخلايا الكبدية ( BD)والقناة الصفراوية ( H)الكبدية 

 (.M(  )cytokeratin cocktail  ×100)البالعات الملانينية (. BC)ونوى كريات الدم الحمراء 

، القناة (H)الخلايا الكبدية : يوضح Hyla savignyiمقطع عرضي في كبد ضفدع الشجر (: 3)الشكل 
(.   M)، البالعات الملانينية (BC)، كريات الدم الحمراء (N)، نوى الخلايا الكبدية (BD)الصفراوية 

(cytokeratin cocktail  ×200.) 
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 Testudo graecaالسمحفاة مهمازية الورك  2-
 Morphological description of liverالوصف المورفولوجي لمكبد 

يوضح عدم تموّن النسيج الكبدي   Hyla savignyiمقطع عرضي في كبد ضفدع الشجر (: 4)الشكل 
(CK 8/18 ×100.) 

يوضح عدم تموّن النسيج الكبدي     Hyla savignyiمقطع عرضي في كبد ضفدع الشجر (: 5)الشكل 
(CK 8/18 ×400.) 
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الكبد عند السمحفاة في التجويف البطني بشكل مستعرض بالنسبة إلى المحور الطولي لمجسم،  يتوضع
. الفص الأيسر أكبر Left lobeوفص أيسر Right lobeلونو بني داكن. يتألف الكبد من فصين: فص أيمن 

 (.7,6قميلًا من الفص الأيمن. تتوضع المرارة أسفل الفص الأيمن الشكل )

 
 
 Immunohistochemical study of the liverيميائية النسيجية المناعية لمكبد الدراسة الك 

الأجسام المضادة  باستخدام Testudo graecaأظيرت الدراسة النسيجية لكبد السمحفاة ميمازية الورك 
وتموّناً Bile ducts ( للأقنية الصفراوية 4+تموّناً شديداً جداً )  cytokeratin cocktailلسيتوكيراتين كوكتيل

الذي يكون أكثر مقارنة مع تموّن سيتوبلاسما الخلايا   Hepatocytes( لسيتوبلاسما الخلايا الكبدية3+شديداً )
الخلايا  Nucleiالكبدية عند الضفدع، وعدم تموّن النسيج الضام وظيارة الأوعية الدموية، وظيور كل من نوى 

بمون بنفسجي يدل عمى عدم تمونيا بالسيتوكيراتين كوكتيل،   Blood cellsالكبدية ونوى كريات الدم الحمراء
ظير تموّن إيجابي واضح لكل من  8/18(. أما عند استخدام الأجسام المضادة لسيتوكيراتين 9,8الشكل )

خلايا +(، وكان تموّن النسيج الضام سمبياً، وكذلك نوى ال4+( والأقنية الصفراوية )3سيتوبلاسما الخلايا الكبدية )
 (.11,10الكبدية سمبية التموّن تظير بمون بنفسجي الشكل )

 (.1في كبد الأنواع المدروسة في الجدول) CK8/18و CK-cocktailنمخّص النتائج المتعمقة بتوزع 

: Testudo graecaيوضح كبد السمحفاة  (: 7)الشكل 
(LL ) الفص الأيسرLeft lobe( .RL ) الفص الأيمن

Right lobe( .GB ) المرارةGall bladder. 

: Testudo graecaيوضح أحشاء السمحفاة  (: 6)الشكل 
.       الفص الأيمن من الكبد -2. الفص الأيسر من الكبد -1

 .الأمعاء الدقيقة -5. الأمعاء الغميظة -4. القمب -3
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يوضح تموّن سيتوبلاسما الخلايا Testudo graecaمقطع عرضي في كبد السمحفاة  (: 8)الشكل 
(  N)بالسيتوكيراتين كوكتيل وعدم تموّن كل من نوى الخلايا الكبدية ( BD)والقناة الصفراوية ( H)الكبدية 

 (.M(  )cytokeratin cocktail   ×100)البالعات الملانينية  (. BC)ونوى الكريات الدم الحمراء 

، القناة (H)الخلايا الكبدية : يوضحTestudo graecaمقطع عرضي في كبد السمحفاة  (: 9)الشكل 
( .            M)، البالعات الملانينية (BC)، الكريات الدم الحمراء (N)، نوى الخلايا الكبدية (BD)الصفراوية 

(cytokeratin cocktail   ×200.) 
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يوضح تموّن إيجابي لسيتوبلاسما Testudo graecaمقطع عرضي في كبد السمحفاة  (: 10)الشكل 
 (.H( )CK 8/18  ×100)الخلايا الكبدية 

يوضح تموّن إيجابي لسيتوبلاسما Testudo graecaمقطع عرضي في كبد السمحفاة  (: 11)الشكل 
 (.CT(   .)CK 8/18 ×400)وعدم تموّن النسيج الضام ( BD)والقناة الصفراوية ( H)الخلايا الكبدية 

BD 

CT 

H 
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 الخلايا الكبدية والأقنية الصفراوية لكبد الأنواع المدروسة. في سيتوبلاسما CK8/18و CK-cocktail( توزّع 1الجدول )

 الأنواع المدروسة
CK-cocktail CK8/18 

سيتوبلاسما الخلايا 
 الكبدية

 القناة الصفراوية
سيتوبلاسما الخلايا 

 الكبدية
 القناة الصفراوية

Hyla savignyi ++ +++ - - 

Testudo graeca +++ ++++ +++ ++++ 

 
 = تموّن معدوم. -تموّن شديد جداً، +++ = تموّن شديد، ++ = تموّن متوسط )معتدل(، + = تموّن خفيف، *++++ = 

 
 . المناقشة:2

قميمية مقارنة لمسيتوكيراتين كوكتيل وسيتوكيراتين  في  8/18تمثل نتائجنا أوّل دراسة نسيجية مناعية محمية وا 
(. فبالمقارنة مع كثرة البيانات المتوفرة Testudo graecaوالسمحفاة )( Hyla savignyiظيارة الكبد عند الضفدع )

عن بروتينات الخيوط المتوسطة في الفقاريات العميا فإن المعمومات عن تنوّع ىذه البروتينات وتعبيرىا في البرمائيات 
الأقنية الصفراوية في الأنواع والزواحف تعد قميمة جداً. بيّنت النتائج أن كل من سيتوبلاسما الخلايا الكبدية وخلايا 

نلاحظ أنيا تموّنت بوضوح عند  CK8/18ب ، أما عند معالجتيا CK-cocktailالمدروسة أبدت إيجابية متفاوتة مع 
سمبي تماماً.  تضاف نتائج  CK8/18السمحفاة ميمازية الورك عمى عكس ضفدع الشجر الذي كان تعبيرىا تجاه 

الذي قام بإجراء مقارنة نسيجية مناعية بين كبد نوعين من الأسماك   (Bunton,1993)دراستنا لنتائج الباحثين: 
Striped bass و Medaka ( مع كبد أربع أنواع من الثديياتCat ،Hedgehog ،Ground  hog ،Sloth 

bear باستخدام )CK-cocktail حيث وجد أن سيتوبلاسما الخلايا الكبدية عند كل من ، Ground  hog و Sloth 
bear  أبدت إيجابية متفاوتة معCK-cocktail  عمى عكسCat، Hedgehog  ، Striped bassو Medaka 

، Catعند كل من  CK-cocktailب الذين أبدوا سمبية واضحة، بينما خلايا الأقنية الصفراوية تموّنت بشدة 
Hedgehog ،  Ground  hogو Striped bass   وتموّن معتدل عندSloth bear  وتموّن خفيف عندMedaka .
قاموا بإجراء دراسة مقارنة لتوزع بعض أنواع السيتوكيراتين  (Zoureik et al.,2019)م وفي دراسة 

(CK7,CK20,CK-cocktail في الخلايا الظيارية لبعض أجزاء الجياز اليضمي عند ثلاثة أنواع من الفقاريات )
(، وأكدوا عمى تموّن نسج Salamandra salamandraو Sparus aurataو  Scyliorhinus caniculaالدنيا ) 

وأقميا في معي  Sparus aurataبنسب متفاوتة كان أشدىا في مري  CK-cocktailب كل من المري والمعدة والمعي 
Salamandra salamandra  ومعدة ومعيScyliorhinus canicula زريق م . وفي دراسة أُخرى(

من خلال  Scyliorhinus caniculaيتوكيراتين في أجزاء القناة اليضمية لمقرش أُثبت وجود الس( 2019وآخرون.،
قام بدراسة ( Alibardi,2002)كما أن إجراء دراسة كيميائية نسيجية مناعية باستخدام الأجسام المضادة لمسيتوكيراتين. 

في بشرة الأسماك والبرمائيات باستخدام الأجسام المضادة لمكيراتين، وأكد أنو في  كيميائية مناعية حول توّضع الكيراتين
إيجابي بشدة ونمط التوزع كان  AE3والأساسي  AE1الأسماك الغضروفية والعظمية كان التموّن بالكيراتين الحامضي 
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( فقد Rana esculentaو Bufo viridisالبرمائيات عديمة الذنب )موحداً في جميع طبقات البشرة، أما عند 
م لوّن البشرة بشكل كامل. وفي دراسة  AE3بشكل رئيسي في الطبقات القاعدية بينما  AE1تم العثور عمى 

(Chakraborti et al.,2014 بَين طبيعة توزع السيتوكيراتين في وسادات أصابع الضفدع )Philautus 
annanalii ل، إذ بيّن أن التفاعل المناعي لمسيتوكيراتين ىو باستخدام الأجسام المضادة لمسيتوكيراتين كوكتي

الأقوى في الصفوف المتوسطة إلى الخلايا القاعدية لمبشرة، بينما أظير ما تبقى من البشرة )أي طبقة الخلايا 
تنظيم وتوصيف الييكل الخموي  (Maurizii et al.,2000) السطحية( تفاعلًا مناعياً ضعيفاً. كما درس

، حيث تم في ىذه الدراسة التحميل المقارن  Podarcis siculaب المبيض عند السحمية الكيراتيني في جري
 CK8, CK18, CK19والوسم المناعي بواسطة الأجسام المضادة  SDS-PAGEباستخدام الوسم المناعي 

لكل من جريبات المبيض والأمعاء في ىذه السحمية، حيث بيّنت ىذه الدراسة أيضاً أن جريب مبيض ىذا 
 .CK19من الثدييات وعدم وجود  CK8,CK18زاحف يحوي عمى أشكال من الكيراتين من مثيلات ال

من خلال دراستنا والدراسات السابقة نؤكد وجود السيتوكيراتين في البرمائيات والزواحف، لكن من 
الفقاريات لتحديد أي  CK8/18و  CK-cocktailالصعب عمينا مقارنة تطور ىذه الفقاريات اعتماداً عمى توزع 

المدروسة أكثر تطوراً مع أننا نرجح من خلال ىذه الدراسة أن السمحفاة ميمازية الورك ىي الأكثر تطوراً بحسب 
إيجابي CK-cocktail في ظيارة كبدىا. أما في كبد الضفدع فكان  CK8/18و  CK-cocktailتوزّع وغزارة 

 كان سمبياً. CK8/18بنسب متفاوتة و 
 

 صيات:الاستنتاجات والتو 
 الاستنتاجات: -1
ترجّح ىذه الدراسة أن كبد السلاحف )الزواحف( أكثر تطوراً من كبد الضفدع )البرمائيات(  -

 بالاعتماد عمى السيتوكيراتين كوكتيل. 
أن كبد السلاحف )الزواحف( أكثر تطوراً  8/18ترجّح ىذه الدراسة بالاعتماد عمى السيتوكيراتين  -

 من كبد الضفدع )البرمائيات(.
 التوصيات: -2
 استخدام أجيزة أكثر دقة كالمجير الإلكتروني. -
 في دراسات البيولوجيا الجزيئية.RAPD استخدام تقانات حديثة كتقانة  -
اجراء دراسات نسيجية مناعية مقارنة باستخدام السيتوكيراتين عمى أعضاء أخرى كالمناسل  -

 مية التطور.والكمى والبنكرياس ومقارنتيا مع نتائج دراستنا لإثبات عم
صفوف أعمى  اجراء دراسات نسيجية مناعية مقارنة باستخدام السيتوكيراتين عمى حيوانات من -

 كالطيور والثدييات ومقارنتيا مع نتائج دراستنا لمتحقق من عممية التطور.
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