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جامعة حماة
كلية الصيدلة

السنة الخامسة

هي              ما هي الهندسة الوراثية، وما   
)1(مجالات استعمالها؟ 

What is Genetic Engineering and What is used for?

1

المحاضرة الثالثة
الدكتورة ظلال محمد قطان
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توقع العلماء في منتصѧف السѧتينات مѧن القѧرن الماضѧي أن يصѧبح تحليѧل 

DNA  ل  بهوالتلاعبѧة مثѧة الوراثيѧائل وأدوات الهندسѧممكناً بواسطة وس

. تثُمѧروفي منتصف السبعينات بدأت تلѧك التوقعѧات . المأشوب DNA تقانة

، )Restriction(من أهѧم المفѧاتيح لهѧذا العلѧم اكتشѧاف أنزيمѧات الاقتطѧاع 

 فيرنѧѧرعنѧѧد البكتريѧѧا مѧѧن قبѧѧل العѧѧالم ) Modification(وأنزيمѧѧات التغييѧѧر 

 Target(في مواقع محددة  DNA، مما وفرّ أنزيمات قادرة على قطع أربر

sites .( ري  أندونيوكلياز بإسمتعُرف هذه الأنزيماتѧحص)Restriction 

endonucleases ( ًوتبسيطا)Restriction enzymes.(

مѧѧن مصѧѧادر  DNAاسѧѧتثُمرت تلѧѧك الأنزيمѧѧات سѧѧريعا فѧѧي تحѧѧوير وتحليѧѧل 

.مختلفة
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لتحѧوير وتحليѧل  التقانѧاتبعد تلك البدايѧة المتواضѧعة، تѧم تطѧوير عѧدد مѧن 

DNA  وRNA  لѧѧѧة، مثѧѧѧر فعاليѧѧѧكل أدق وأكثѧѧѧةبشѧѧѧلة  تقانѧѧѧـسلسѧѧѧال DNA 

)DNA Sequencing( يرة،  نيوكليوتيد، والتصنيع الكيميائي لسلاسلѧقص

 PCRالمتسلسل  البلمرة، وتفاعل )Oligonucleotide( أوليغونيوكليوتيد

)Polymerase Chain Reaction .( ويرѧѧاهم بتطѧѧت سѧѧنفس الوقѧѧو ب

 والكواشѧفتѧوفُّر كميѧات كبيѧرة مѧن المѧواد الكيميائيѧة  التقانѧةوتسهيل تلك 

)Reagent ( ينѧѧѧاوز ملايѧѧѧة تتجѧѧѧناعي بقيمѧѧѧتوى صѧѧѧى مسѧѧѧدات علѧѧѧوالمع

.الدولارات
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بدقة عالية لم  DNAإلى إمكانية تحليل  المأشوب DNA تقانةلقد أدى قدوم 

يكѧѧن أحѧѧد يتخيلهѧѧا قبѧѧل ذلѧѧك ببضѧѧع سѧѧنين فقѧѧط، وأدى بالتѧѧالي إلѧѧى إمكانيѧѧة 

، أو حقيقѧي أركيѧاسѧواء كѧان بѧدائي النѧواة، أو (أي كائن حѧي  جينومتحوير 

. لإنتاج مواد حيوية، والتي لم تكن تنُتج مسبقاً إلا في الخلايا الأصѧل) النواة

بإنتاج بعض البروتينات بكѧم ) 4المُبينة في الشكل (  التقانةلقد سمحت هذه 

.ونوع غير مسبوقين ولم يتم التوصل إليهما من قبل

أو الجѧѧراثيم البدائيѧѧة  بالعتѧѧائقوالتѧѧي تسѧѧُمى ) Archae( الأركيѧѧا: ملاحظѧѧة

، تضѧم عѧدداً مѧن )مѧن بѧدائيات النѧوى(وهي كائنات وحيدة الخلية دون نواة 

في ظروف قاسية جداً، مثل تلك التي تعيش في الينابيع  اعيشالكائنات التي 

.العمليات الحيوية وتختلف عن البكتريا بمادتها الوراثية  والحارة 
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5

مخطط بياني للمبدأ الأساسي في الهندسة الوراثية باستعمال: 4الشكل 
) Passenger(منقول  DNA و) Vector(ناقل  

2024-2023الدكتورة ظلال محمد  قطان الفصل الأول 

الوسائل والأدوات الأساسية في الهندسة الوراثية

Basic tools of genetic engineering

استخلاص وعزل الحمض النووي -أولاً 

Isolation and purification of nucleic acids

تكسير الخلايѧا بطѧرق ميكانيكيѧة أو أنزيميѧة، الهѧدف إخѧراج المحتѧوى 1.

.الذي يتضمن الأحماض النووية

فصل الأحماض النووية عن المكونات الأخرى فѧي الخليѧة، كѧالبروتين 2.

المعقد كي نحصل على أحماض نوويѧة ذات نقѧاوة مناسѧبة  والكربوهيدرات

.تسمح لأنزيمات تحوير الحمض النووي بالعمل
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تسُتخلص الأحماض النووية وتجُمع بواسطة عدة خطوات تنقيه تشѧمل . 3

.، والرحلان الكهربائي)Centrifuge(جهاز الطرد المركزي 

غيѧѧѧر قابѧѧѧل ) Inset(علѧѧѧى سѧѧѧطح خامѧѧѧل ) Adsorption(الالتصѧѧѧاق . 4

، أو عبر عملية ترسيب باستعمال مذيب غيѧر مѧائي )Insoluble(للذوبان 

)Non-aqueous solvents.(
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5الشكل 

 ً DNA  Cutting DNA Moleculesقطع جزيئات -ثانيا

فѧѧي مواضѧѧع محѧѧددة أو بشѧѧكل عشѧѧوائي إحѧѧدى  DNAتشѧѧُكل إمكانيѧѧة قطѧѧع 

بواسѧطة  DNAيمكѧن قطѧع . المأشوب DNA تقاناتالضرورات للعديد من 

.أنزيمات أو بطريقة ميكانيكية

الطريقة الميكانيكيѧة غيѧر نوعيѧة لأنهѧا تѧتم بشѧكل غيѧر محѧدد وتنѧُتج قطعѧاً 

ذات طѧول عشѧوائي يسѧُتفاد منهѧا عنѧد تحضѧير مكتبѧات  DNAمختلفة مѧن 

).Genomic Libraries(جينية 
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باستعمال الطريقة الميكانيكية يصبح من الصعب عزل قطعة معينة تحتѧوي 

وعلى العكس يمكѧن عѧزل ). Operon( أوبرونعلى مورث محدد أو على 

بأنزيمѧѧات  DMAمحѧѧددة تحمѧѧل المѧѧورث المطلѧѧوب عنѧѧد قطѧѧع  DNAقطعѧѧة 

التѧѧي تقطѧѧع ) Restriction enzymes) (الحصѧѧريةالأنزيمѧѧات (الاقتطѧѧاع 

عمل هذه . dsDNAمن  الجدلتينتسلسلاً معيناً في مواقع محددة على كلتا 

، )Phosphodiester(دي اسѧѧѧتر  الفوسѧѧѧفوالأنزيمѧѧѧات هѧѧѧو قطѧѧѧع روابѧѧѧط 

.PO4َ5 و OHَ3يؤدي هذا القطع إلى إنتاج طرفين لكل جديلة وهما 

تم عѧزل بضѧع مئѧات مѧن تلѧك الأنزيمѧات مѧن أنѧواع مختلفѧة مѧن الجѧراثيم، 

. صُنفت تلѧك الأنزيمѧات إلѧى أنѧواع ذات خصѧائص كيميائيѧة حيويѧة مختلفѧة

. هو الأكثر استعمالاً في مجال الهندسة الوراثية) type II(النوع الثاني 
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علѧى نѧوع الخليѧة التѧي تѧم استخلاصѧها  الحصѧريةتعتمد تسѧمية الأنزيمѧات 

 إنفلѧѧونزا هيمѧѧوفيلسفمѧѧثلاً الأنѧѧزيم المُسѧѧتخلص مѧѧن بكتريѧѧا . وعزلهѧѧا منهѧѧا

Haemophilus influenza   دعىѧѧيHin  ياتѧѧن عُصѧѧزول مѧѧك المعѧѧوذل

Bacillus amyloligrefacien  يدعىBam......الخ.

وإذا تم عزل أكثر من نوع أنزيم من سѧلالة واحѧدة، عنѧدها تضѧاف الأرقѧام 

وهѧي  HindIIIو HindI HindII: الرومانية بعد الاسم، على سبيل المثال

Haemophilusأنزيمѧѧات معزولѧѧة مѧѧن  influenza   لالةѧѧن سѧѧومRd 

.بالتحديد

الѧذي  الحصѧري، يكون الموقѧع )type II(بخصوص أنزيمات النوع الثاني 

.  يتعرف عليه هذا النوع من الأنزيمات قصير في معظم الحالات
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القواعѧѧѧѧد ( النتروحينيѧѧѧةأزواج مѧѧѧѧن القواعѧѧѧد  6 و 4حيѧѧѧث يتѧѧѧراوح بѧѧѧين 

للقطѧѧѧѧع  الحصѧѧѧѧريالموقѧѧѧѧع ( الحصѧѧѧѧرييلعѧѧѧѧب طѧѧѧѧول الموقѧѧѧѧع ). النوويѧѧѧѧة

Restriction site ( نѧѧѧه مѧѧѧداتوتركيبتѧѧѧالنيوكليوتي ) بة أزواجѧѧѧأي نس

دوراً لتحديد عدد مرات  DNA، والمقارنة بتركيبة بقية )ATو GCالقواعد 

. “تردد القطع”القطع أو 

مُكѧون عشѧوائياً وبѧنفس التѧردد مѧن  DNAفѧي جѧزيء : على سѧبيل المثѧال

الأربѧѧع، فѧѧي هكѧѧذا جѧѧزيء سѧѧيكون احتمѧѧال واحѧѧد  النيوكليوتيديѧѧةالقواعѧѧد 

،)44(أي  bp 256لوجود تسلسل معين من أربعة قواعد في كل 

بينمѧѧا إذا بحثنѧѧا عѧѧن تسلسѧѧل مѧѧن سѧѧتة قواعѧѧد فسѧѧيكون . وذلѧѧك كمعѧѧدل عѧѧام

). 46(4096pbمرة واحدة كل ) بالمعدل(احتمال وجوده 

  .
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بنقطѧѧة تماثѧѧل، فهѧѧو متماثѧѧل  الحصѧѧريفѧѧي معظѧѧم الأحيѧѧان يتميѧѧز الموقѧѧع 

التسلسѧѧѧل معكѧѧѧوس يقѧѧѧُرأ بѧѧѧنفس الطريقѧѧѧة علѧѧѧى ( Palindromicويسѧѧѧمى 

، DNAفѧѧي  الجѧѧدلتين، أي إن التسلسѧѧل نفسѧѧه يقѧѧُرأ علѧѧى كلتѧѧا )الجѧѧدلتين

). 6الشكل (

أو ناتئѧѧة ) Blunt(وإنتѧѧاج أطѧѧراف غيѧѧر ناتئѧѧة  الحصѧѧرييѧѧتم قطѧѧع الموقѧѧع 

)Overhang ( اقѧѧѧѧѧة للالتصѧѧѧѧѧة القابلѧѧѧѧѧراف المتراكبѧѧѧѧѧى الأطѧѧѧѧѧث تبقѧѧѧѧѧحي

)Cohesive ( الجدلةأحادية ) 6الشكل.(

، عѧѧدداً مѧѧن الأنزيمѧѧات الشѧѧائعة الاسѧѧتعمال 14يبѧѧين الجѧѧدول فѧѧي الشѧѧريحة 

. الحصريةومواقع قطعها 
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13

،أندونيكليازعلى مواقع محددة بواسطة  DNA للـ الحصريالقطع : 6الشكل 
.قد تكون ناتئة أو غير ناتئة 5َ و 3َينُتج القطَع أطرافاً  
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 ً : DNA Joining DNA fragmentلصق قطع  -ثالثا

، )Cohesive(ذات النهايѧѧات الناتئѧѧة والمتراكبѧѧة  DNAيمكѧѧن لصѧѧق قطѧѧع 

ً تѧѧتم هѧѧذه العمليѧѧة ). Blunt(وأيضѧѧاً تلѧѧك غيѧѧر الناتئѧѧة  ، In Vitro مخبريѧѧا

يسѧُهل هѧذا الأنѧزيم تكѧوين ). DNA )DNA ligaseبمسѧاعدة أنѧزيم لصѧق 

 OHَ3بين مجموعة ) Phosphodiester( الاسترثنائي  الفوسفورابطة 

. الثانيѧѧة الجدلѧѧةعلѧѧى طѧѧرف  PO4َ5أولѧѧى ومجموعѧѧة  جدلѧѧةعلѧѧى طѧѧرف 

المُستخرج من آكل الجѧراثيم ) DNA )DNA ligaseويستعمل أنزيم لصق 

T4 )T4 phage (بشكل شائع للصق النهايات الناتئة وغير الناتئة.

 ATP الѧѧـهѧѧو ) Co-factor(لعامѧѧل مسѧاعد  T4 DNAيحتѧاج أنѧѧزيم لصѧق 

لإنتاج ATP الـلكي يعمل، حيث يتم تنشيط الأنزيم من خلال ارتباطه مع 
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الѧѧذي ) Enzyme AMP intermediary complex(مركѧѧب وسѧѧطي 

. DNA جѧѧѧدلتيعلѧѧѧى نهѧѧѧايتي  PO4َ5 و OHَ3يلѧѧѧتحم بعѧѧѧدها بѧѧѧالأطراف 

كمѧا فѧي  الاسѧترمѧن الفوسѧفات ثنѧائي ) Covalent(فيصنع رابط تساهمي 

7الشكل رقم 

المنقولѧѧѧѧة و جѧѧѧѧزيء الناقѧѧѧѧل  DNAتشѧѧѧѧمل عمليѧѧѧѧة اللصѧѧѧѧق عѧѧѧѧادةً قطعѧѧѧѧة 

)Vector(

بѧدون (للناقѧل والمنقѧول  DNAوبهدف رفع احتمالية الالتحام بين جزيئѧات 

التحام بين جزيئات الناقل بعضها مع بعض وبѧدون انغѧلاق الجѧزيء الناقѧل 

بنسبة مول واحدة ) لا تركيز الكتلة(يتم اعتماد التركيز المولي ) على نفسه

. مول من المنقول 10من الناقل إلى 
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17

 T4من ملتهم بكتيري  DNA الـالنشاط المسرّع لأنزيم لاصق : 7الشكل 
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ويمكن أيضاً رفع ذلك الاحتمѧال إذا أزُيلѧت مجموعѧة الفوسѧفات مѧن طرفѧي 

، وذلѧѧك بمسѧѧاعدة )Linearisedفѧѧي هيئتѧѧه الخطيѧѧة (الناقѧѧل  DNA للѧѧـ 5َ

المُسѧѧتخرج مѧѧن أمعѧѧاء العجѧѧول ) Phosphatase(أنѧѧزيم قطѧѧع الفوسѧѧفات 

)CIP  أوCalf Intestinal Phosphatase .( بما أن مجموعة الفوسفات

ضرورية لالتحام طرفي الناقل مع بعضهما الѧبعض، يسѧتحيل ) التي أزُيلت(

إعѧѧѧادة لصѧѧѧق نهѧѧѧايتي الناقѧѧѧل مѧѧѧع بعضѧѧѧهما الѧѧѧبعض وإرجاعѧѧѧه إلѧѧѧى شѧѧѧكله 

الناقѧѧل تزيѧѧد مѧѧن فرصѧѧة  DNAوعليѧѧه فѧѧإن إزالѧѧة الفوسѧѧفات مѧѧن . الѧѧدائري

المنقѧول معѧه، ذلѧك لأن هѧذا الأخيѧر لا يѧزال يمتلѧك مجموعѧة  DNAالتحام 

المنقѧѧѧول مصѧѧѧدر الفوسѧѧѧفات  DNA، فسѧѧѧيكون 5َفوسѧѧѧفات علѧѧѧى طرفѧѧѧي 

.  الضروري لعملية اللصق
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الناقѧل ثنائيѧة الجديلѧة ودائريѧة، زُرع  DNAتنُتج هذه العملية جزيئات مѧن 

وتعѧѧُدُّ تلѧѧك . المنقѧѧول، وتحتѧѧوي كѧѧل جديلѧѧة علѧѧى فجѧѧوة واحѧѧدة DNAفيهѧѧا 

، )Transformation(الجزيئات ثابتة بما يكفي لإدخالهѧا، بعمليѧة تحويѧل 

.مُستقبلة حيث يتم إصلاح الفجوتين المتبقيتين انتساخإلى خلية 

هѧѧѧو ذو فعاليѧѧѧة  T4مѧѧѧن  DNAإن تفاعѧѧѧل اللصѧѧѧق بمسѧѧѧاعدة أنѧѧѧزيم لصѧѧѧق 

 12إلѧѧѧى  2ويسѧѧѧتغرق وقتѧѧاً طѧѧѧويلاً مѧѧѧن %) 60حѧѧѧوالي (محѧѧدودة نسѧѧѧبياً 

.المراد لصقه غير ناتئة DNAساعة، خاصة عندما تكون أطراف 

جديѧدة بهѧدف تحسѧين كفѧاءة تفاعѧل  تقانѧاتفي السنوات الأخيرة تم إدخѧال 

.اللصق
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I )Topoisomerase توبويزوميرازعلى سبيل المثال، استخدام أنزيم  I (

Vaccinia( الفاكسѧينياالمستخرج من فيѧروس  virus( دورѧوم بѧذي يقѧال ،

يعمѧѧل هѧѧذا ). 8الشѧѧكل (أنѧѧزيم قطѧѧع حصѧѧري وأنѧѧزيم لصѧѧق بѧѧنفس الوقѧѧت 

علѧى بعضѧه DNAوالتفѧاف  الحلزنѧةالأنزيم في الطبيعة علѧى تحريѧر تѧوتر 

البعض، ويتميز بقدرته على تمييز التسلسل الخماسي

 َ35(C/T)CCTT رة  جدلةوقطعѧل مباشѧذا التسلسѧد هѧط بعѧدة فقѧواح

وتعمѧѧل الطاقѧѧة . بѧѧالتخلص مѧѧن الالتفافѧѧات الزائѧѧدة DNA للѧѧـممѧѧا يسѧѧمح 

 فوسفوتايروسѧѧѧيلالمتحѧѧѧررة مѧѧѧن عمليѧѧѧة القطѧѧѧع هѧѧѧذه فѧѧѧي تكѧѧѧون رابѧѧѧط 

)Phosphotyrosyl ( اهميѧتس)Covalent ( ضѧѧين الحمѧѧيبѧѧالأمين 

مѧѧن سلسѧѧلة الأنѧѧزيم وطѧѧرف جديلѧѧة  274فѧѧي الموقѧѧع ) Tyr( تايروسѧѧين

PO4َ5 الناتج من القطع.
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بعكѧѧس التفاعѧѧل مѧѧن خѧѧلال مهاجمѧѧة رابѧѧط  OHَ3ثѧѧم يقѧѧوم طѧѧرف الجديلѧѧة 

الناقل مما يؤدي إلى تفاعل لصѧق ذي كفѧاءة  DNAعلى  فوسفوتايروسيل

.عالية

هناك طرق أخرى جديدة تم تطويرها لزيѧادة كفѧاءة الالتصѧاق خѧلال عمليѧة 

 التقانѧاتإحѧدى هѧذه . المنقѧول مѧن ناقѧل أول إلѧى ناقѧل ثѧاني DNAتحويل 

تعتمد على مميزات ميكانيكية فѧي عمليѧة استئصѧال ودمѧج تѧتم فѧي موضѧع 

فعنѧدما يصѧيب . E.Coli ʎمحدد التي توجد طبيعياً عند الملتهم البكتيѧري 

فإنѧѧه إمѧѧا أن يѧѧدخل فѧѧي حلقѧѧة انحلاليѧѧة ينѧѧتج  E.Coliجرثومѧѧة  ʎالملѧѧتهم 

نسѧѧѧخة مѧѧѧن الملѧѧѧتهم، والتѧѧѧي تѧѧѧتم علѧѧѧى حسѧѧѧاب الخليѧѧѧة  200منهѧѧѧا ولادة 

المضيفة، وإما أن يدخل في سبات أو حلقة مُنشِئة للانحلال، 
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البكتيѧѧري فѧѧي موضѧѧع  الكرومѧѧوزومالملѧѧتهم مѧѧع  DNAحيѧѧث يتحѧѧد فيهѧѧا 

 انتغѧرازتѧتم عمليѧة الѧدمج بمسѧاعدة أنѧزيم الانѧدماج أو . attخاص يسѧمى 

)Integrase ( أوInt اطعѧѧلال تقѧѧن خѧѧه، ومѧѧتهم نفسѧѧرزه الملѧѧذي يفѧѧال ،

 كرومѧѧوزومعلѧѧى  attBفѧѧي مواقѧѧع محѧѧددة بѧѧين كѧѧل مѧѧن موقѧѧع ) عبѧѧور(

  attLو attRالملتهم، فنحصل بذلك علѧى  DNAعلى  attPالبكتريا مع 

إن هѧѧذا التفاعѧѧѧل . الملѧѧتهم DNAالبكتريѧѧا مѧѧع  جينѧѧومفѧѧي موقѧѧع ارتبѧѧاط 

، ولكѧن انعكاسѧه يتطلѧب عمѧلاً مشѧتركاً بѧين كѧل )Reversible(منعكس 

 DNAتكمѧُن شѧفرته فѧي  Xisو أنѧزيم استئصѧال  Intمن أنѧزيم الانѧدماج 

بѧѧين الملѧѧتهم والخلايѧѧا  DNAعنѧѧدما تسѧѧتخدم هѧѧذه الطريقѧѧة لنقѧѧل . الملѧѧتهم

يتم دمجه بين موقعي) Target DNA(المستهدف  DNAالمختلفة فإن 
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att  للملتهمʎ  9(كما يبين الشكل (

)attR x attl       attP x attB .( ددѧѧاه محѧѧل باتجѧѧك التفاعѧѧإن تحري

وكذلك على المنتجات وتناسبها  Int  +Xisأو  Intيعتمد على إضافة إما 

. المضيفة E.Coliمع خلية 

المسѧѧѧѧتهدف  DNAالمقصѧѧѧѧود والѧѧѧѧذي يحمѧѧѧѧل  البلازميѧѧѧѧدثѧѧѧѧم يѧѧѧѧتم انتقѧѧѧѧاء 

ولتفѧادي انتقѧاء . والمطلوب من خلال صفة المقاومѧة لمضѧاد حيويѧة معѧين

فѧѧѧإن ) المسѧѧѧتهدف معѧѧѧه DNAقبѧѧѧل دمѧѧѧج (المقصѧѧѧود الأساسѧѧѧي  البلازميѧѧѧد

هو جين فتاك يعطي سماً قѧاتلاً لبكتريѧا  attالتسلسل الموضوع بين مواقع 

E.Coli  .
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