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جامعة حماة
كلية الصيدلة

السنة الخامسة

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

What is Genetic Engineering and What is used for?
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 ً :DNA الـمصفوفة  تقانة -ثامنا

DNA array technology

ذات قدرة عالية تمكننا من فحص مسѧتوى التعبيѧر الجينѧي لكѧل  تقانةوهي 

.واحدة مخبريةمورثات الخلية البكتيرية في وقت واحد من خلال تجربة 

ثѧورة حقيقيѧة فѧي مجѧال ) DNA )DNA arrayمصѧفوفة  تقانѧةلقد شَكلت 

.التعبير الجيني ورؤيته الإجمالية

) Microfabrication(الѧѧѧѧدقيق  المجهѧѧѧѧرييسѧѧѧѧاعد التصѧѧѧѧنيع : الطريقѧѧѧѧة

بكثافѧѧة عاليѧѧة لجينѧѧات محѧѧددة علѧѧى سѧѧطح زجѧѧاجي أو  مسѧѧباراتبإلصѧѧاق 

).Chip(أو الرقاقة ) Array(يشُكل المصفوفة  سليكوني
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:التقانةيمكن استعمالها في هذه  المسباراتهناك نوعان من 

كاملاً أو على بعض أجزائه،  الجينيحتوي على  PCRإما أن تكون منتج  -

).ORFmer(“ إطار القراءة المفتوح”مثل 

يتѧراوح ) أوليغونيوكليوتيد( نيوكليوتيدوإما أن تكون سلاسل قصيرة من  -

.وحدة 70و 20طولها بين 

أولاً، ثѧم بعѧد ذلѧك يѧتم لطخهѧا  المسѧباروفي معظم الحѧالات تصѧُنَّع جزيئѧات 

).Robotic printer(على المصفوفة باستعمال طابعة آلية 

وفѧѧѧѧѧѧѧѧي طريقѧѧѧѧѧѧѧѧة أحѧѧѧѧѧѧѧѧدث، تسѧѧѧѧѧѧѧѧُتعمل تفѧѧѧѧѧѧѧѧاعلات بالرسѧѧѧѧѧѧѧѧم الضѧѧѧѧѧѧѧѧوئي 

)Photolithography ( نيعѧѧدلتصѧѧبار أوليغونيوكليوتيѧѧع  المسѧѧي الموقѧѧف

)in situ ( بهالذي يلُصق
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لطخѧѧة فѧѧي المصѧѧفوفة  500000إلѧѧى  10000بѧѧين  المسѧѧبارتكѧѧون كثافѧѧة 

يѧѧتم وسѧѧم  التقانѧѧةفѧѧي هѧѧذه . الواحѧѧدة حسѧѧب ميكانيكيѧѧة الطبѧѧع المسѧѧتخدمة

فѧѧي حѧѧين أن ) (Target nucleic acid(الحمѧѧض النѧѧووي المُسѧѧتهدف 

).على المصفوفة غير موسوم المسبار

خѧѧلال ) Fluorescent dye( فلوريسѧѧينيةغالبѧѧاً مѧѧا يكѧѧون الوسѧѧم بصѧѧبغة 

 RNA( mRNA للѧـ) Reverse transcription(عمليѧة النسѧخ العكسѧي 

إنَّ اسѧتخدام . mRNAمُكمّلاً موسوماً مقѧابلا كѧل  DNA، ينُتج ذلك )رسول

ذات ( Cy5و) ذات لѧѧون أخضѧѧر( Cy3مكملتѧѧين لبعضѧѧهما الѧѧبعض  صѧѧبغتين

يسُّهل عملية المقارنة المباشرة بين ومضات اللون الناتجة من ) لون أحمر

.في مصفوفة واحدة المسبارمصدرين مختلفين من 
4 2024-2023الدكتورة ظلال محمد قطان الفصل الأول 



11/13/2023

24ـ23ظلال محمد قطان . د 3

 Laser-Scanning(ويѧѧѧѧتم قيѧѧѧѧاس كميѧѧѧѧة الضѧѧѧѧوء باسѧѧѧѧتعمال جهѧѧѧѧاز 

Fluorimeter (لقياس ومسح اللون الضوئي باستعمال أشعة الليزر.

وتشѧع  نѧانومتراً  532بتعريضها لموجة ضوئية بطѧول  Cy3تحُفَّز الصبغة 

.نانومتراً  592و 557الضوء على موجة بين 

إلى  650وتشع على موجة بطول  نانومتراً  635بموجة  Cy5بينما يحُفَّز 

.نانومتراً  690
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 DNA Microarray تقانة: 23الشكل 
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، DNA Microarray Definition ،Analysis: 24الشكل 
Gene Expression
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 DNA Microarray ،Principle: 25الشكل 
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 ً :DNAسَلسَلة  -تاسعا

DNA Sequencing  

إنهѧا . الجدلѧةبالكشѧف عѧن ترتيѧب القواعѧد فѧي  DNAسَلسѧَلة  تقانةتسمح 

إن . والتلاعѧب فيѧه بشѧكل مُحكѧم DNA الѧـمقدرة على تحليل  التقاناتأكثر 

الناقل تشُكل ضرورة  DNAوالمستهدف  DNAمعرفة تسلسل القواعد في 

وهѧѧي . للѧѧتمكن مѧѧن تصѧѧميم أنظمѧѧة بكتيريѧѧة متطѧѧورة لإنتѧѧاج بѧѧروتين محѧѧدد

مختلفѧة وبادئѧات تفاعѧل مختلفѧة، وهѧѧي  مسѧباراتضѧرورية أيضѧاً لتصѧميم 

 نسخيةوخرائط ) Restriction maps( حصريةمهمة أيضاً لرسم خرائط 

)Transcriptional maps ( لѧѧѧي تحُلѧѧѧوب التѧѧѧرامج الحاسѧѧѧاعدة بѧѧѧبمس

. التسلسل الناتج
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في تحديد تسلسل  Gihbertو Maxam جلبرت“و“ ماكسام”تعتمد طريقة 

ما على استعمال مواد كيميائية تتفاعل مع قواعد  DNAالقواعد في جزيء 

DNA  عѧѧѧى قطѧѧѧؤدي إلѧѧѧُية تѧѧѧةبخصوصѧѧѧدة  الجدلѧѧѧة القاعѧѧѧى طبيعѧѧѧاءً علѧѧѧبن

ً ) Base-Specific Cleavage( النيوكليوتيدية .أي أنه ليس قطعاً عشوائيا

لا زالت تسُتعمل في بعض التطبيقѧات، فقѧد أخѧذت  التقانةبالرغم من أن هذه 

وزملائѧه، وتعتمѧد علѧى “ Sanger” سѧانغرحاذقة طѧُوّرت مѧن  تقانةمكانها 

 DNA بلمѧرةيعُتمѧد علѧى قѧدرة أنѧزيم  التقانѧةفي هѧذه . البلمرةإيقاف عملية 

Klenw كلينѧوفو المعروفѧة باسѧم قطعѧة  E.coli المستخلص مѧن بكتريѧا

Fragment  مكملة لـ  جدلة تصتيعمنDNA  واحدة جدلةقالب مكوّن من.
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اعتياديѧѧѧة  نيوكليوتيديѧѧѧةكمѧѧا يسѧѧѧتطيع هѧѧѧذا الأنѧѧѧزيم علѧѧى اسѧѧѧتعمال قواعѧѧѧد 

 2-منقوصѧѧѧѧѧѧѧѧة الأكسѧѧѧѧѧѧѧѧجين علѧѧѧѧѧѧѧѧى الكربѧѧѧѧѧѧѧѧون الثѧѧѧѧѧѧѧѧاني  نيوكليوتايѧѧѧѧѧѧѧѧد(

Deoxynucleotide -dNTP ( ىѧѧافة إلѧѧدإضѧѧين   نيوكليوتايѧѧوص ذرتѧѧمنق

بمѧا أن هѧذا الأخيѧر يفتقѧد مجموعѧة . أوكسجين من الكربون الثاني والثالث

فѧѧإن اندماجѧѧه فѧѧي السلسѧѧلة يѧѧؤدي إلѧѧى توقѧѧف  3َفѧѧي الموقѧѧع  هيدروكسѧѧيل

آخѧѧر فتتوقѧѧف عمليѧѧة تطويѧѧل  نيوكليوتيѧѧدو اسѧѧتحالة إضѧѧافة  البلمѧѧرةعمليѧѧة 

). Chain elongation(السلسلة 
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25الشكل 
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:احتياجات التفاعل وطريقة العمل

. تبُلمريمُثل نقطة بداية التفاعل في كل الجزيئات التي بادئ تفاعل محدد  -1

، وبالتالي يكون بادئ التفاعل هѧو البلمرةيتم تطويل بادئ التفاعل من خلال 

.نفسه في كل الجزيئات المُصنعة في التفاعل

2- DNA لتهѧѧاف سلسѧѧراد اكتشѧѧون ذا المѧѧد أن يكѧѧة، ولا بѧѧي  جدلѧѧدة كѧѧواح

.يتسنى استعماله كقالب

وهѧѧѧي ) dATP ،dTTP ،dGTP ،dCTP(، الأربѧѧѧع النيوكليوتيѧѧدات -3

تكون إحدى تلك الجزيئات الأربعѧة موسѧومة بعنصѧر .للبلمرةالمواد الأولية 

 ). dATP- 35S-α( مُشع مثل 
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تحتѧѧوي علѧѧى نفѧѧس المѧѧواد  يѧѧتم إجѧѧراء نفѧѧس التفاعѧѧل فѧѧي أربعѧѧة أنابيѧѧب -4

.الأنزيم والمواد 

 ddNTPكѧѧѧل أنبѧѧѧوب يضѧѧѧُاف عليѧѧѧه نѧѧѧوع مѧѧѧن الأنѧѧѧواع الأربعѧѧѧة مѧѧѧن  -5

، ddATP ،ddTTPوهѧѧي (المنقوصѧѧة الأكسѧѧجين ثنائيѧѧاً  النيوكليوتيѧѧدات

ddGTP ،ddCTP ( العادي بنيوكليوتيدوذلك بتركيز قليل مقارنة.

 البلمѧرةصѧحيحة فѧإن تفاعѧل  ddNTPو dNTPعندما تكون نسبة تركيز 

 جѧدلاتمُنتجѧاً ) ddNTPنتيجѧة انѧدماج (يتوقف على كل مواضع السلسѧلة 

حيث توقف  3َبينما تختلف في الطرف ) بادئ التفاعل( 5َلها نفس الطرف 

. ddNTPبموقع عشوائي تحل فيه القاعدة من نوع  البلمرة

14
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فѧѧي كѧѧل واحѧѧد مѧѧن (ذات الأطѧѧوال المختلفѧѧة  الجѧѧدلاتيѧѧتم بعѧѧد ذلѧѧك فصѧѧل  -6

.الأكريلاميد هلامبواسطة الرحلان الكهربائي في ) الأنابيب الأربعة

لإظهار ) Autoradiography( للهلامالذاتي  الشعاعييتم التصوير  -7

النتيجѧѧة لعمليѧѧة السَلسѧѧَلة، بعرضѧѧه علѧѧى فلѧѧم أشѧѧعة فنحصѧѧل علѧѧى شѧѧرائط 

)Band ( تمُثل كل واحدة منها قطعةDNA مختلفة بطولها عن الأخرى.

15
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علѧѧى نطѧѧѧاق واسѧѧѧع دفعѧѧѧت  DNAإن الحاجѧѧة الماسѧѧѧة لمشѧѧѧاريع سَلسѧѧѧَلة 

 Automation of(العلمѧاء إلѧى تطѧوير آليѧة أتمتѧة سѧريعة للسَلسѧَلة 

DNA Sequencing .(

تم التوصل إلى ذلك من خلال تغيير الشكل أو الوسيلة التѧي يѧتم فيهѧا إيقѧاف 

بحيѧѧث يمكننѧѧا الكشѧѧف عѧѧن القطѧѧع الناتجѧѧة مѧѧن تفاعѧѧل السَلسѧѧَلة فѧѧي  البلمѧѧرة

حيѧѧث أصѧѧبح مѧѧن الممكѧѧن قѧѧراءة النتѧѧائج ) Real time(الوقѧѧت الحقيقѧѧي 

الكهربѧѧائي، بѧѧدلاً مѧѧن  للѧѧرحلان) Capillary(مباشѧѧرة فѧѧي جهѧѧاز شѧѧعري 

.  الذاتي الشعاعيوالتصوير  الهلاماستعمال 

 فلوريسѧѧѧѧيةبѧѧѧѧألوان  DNAتѧѧѧѧتم القѧѧѧѧراءة المباشѧѧѧѧرة بفضѧѧѧѧل وَسѧѧѧѧم قطѧѧѧѧع 

)Fluorescent dye .( ابعѧѧد تتѧѧان تحديѧѧبح بالإمكѧѧة أصѧѧذه الطريقѧѧبه

القواعد في سلسلة لا يقل طولها عن ألѧف قاعѧدة فѧي تفاعѧل واحѧد، وتظهѧر 

.النتائج على الحاسوب مباشرةً في صيغتها الالكترونية

16
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:الطفرة الموجهة للموقع -عاشراً 

directed mutagenesis-Site

هѧѧѧي عبѧѧѧارة عѧѧѧن تغييѧѧѧر خѧѧѧاص فѧѧѧي تسلسѧѧѧل “ الطفѧѧѧرة الموجهѧѧѧة لموقѧѧѧع”

، يكѧѧون القصѧѧد مѧѧن الطفѧѧرة تحليѧѧل DNAفѧѧي موقѧѧع محѧѧدد مѧѧن  النيوكليوتيѧѧد

يѧتم اسѧتعمال الطفѧرة : على سبيل المثال. ناتجهوتحديد فعالية جين معين أو 

فѧѧѧي أنزيمѧѧѧات  الأمينيѧѧѧةالموجهѧѧѧة لموقѧѧѧع، لاسѧѧѧتبدال بعѧѧѧض مѧѧѧن الأحمѧѧѧاض 

.صناعية بهدف تحسين مميزاتها وخصائصها

، ثѧم بعѧد )In vitro(فѧي الزجѧاج  بتقانѧات DNAيتم إجراء الطفرات علѧى 

حامل الطفѧرة إلѧى داخѧل البكتريѧا لمعرفѧة التغيѧرات الناتجѧة  DNAذلك يعُاد 

).Phenotypes(في الصفات الشكلية 

17
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الأكثѧѧر  أوليغونيوكليوتيѧѧدباسѧѧتعمال “ الطفѧѧرة الموجهѧѧة لموقѧѧع” تقانѧѧةتعُتبѧѧر 

أهمية للوصول إلى ذلك الهدف، وذلك لأنهѧا تѧؤدي إلѧى تغييѧر محѧدد ودقيѧق 

.المستهدفة DNAعلى سلسلة 

إلا أن المبѧدأ “ الطفرة الموجهة لموقѧع”بالرغم من تطوير عدة طرق لتنفيذ 

.يتشابه كثيراً 

ذي قدرة علѧى  بلازميدالمستهدف في  Cloning (DNA( انتساخيتم  -1

 DNAإضѧѧافة إلѧѧى . خѧѧلال عمليѧѧة المضѧѧاعفة الجدلѧѧةالبقѧѧاء بشѧѧكل أحѧѧادي 

 مسѧؤولين) Markers(المستهدف يحتѧوي الناقѧل علѧى مѧورثين واسѧمين 

.عن مقاومة المضادات الحيوية
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.واحدة نيوكليوتيديةيعُطل أحد هذين المورثين باستبدال قاعدة  -2

بѧادئ  أوليغونيوكليوتيѧدمع اثنѧين مѧن  الجدلةأحادي  البلازميديتم التحام  -3

إلا فѧي موقѧع (المستهدف في الموقع المѧراد  الجينالتفاعل، الأول يلتحم مع 

، بينمѧا يلѧتحم الثѧاني مѧع الموقѧع المكمѧّل )القاعدة قيد التحويѧل أو الاسѧتبدال

بحيѧث يѧتم اسѧتبدال  الأمبيسѧلينفѧي مѧورث مقاومѧة ) موقѧع الطفѧرة(المعطل 

القاعدة غير الصحيحة بأخرى صѧحيحة تѧؤدي إلѧى اسѧتعادة وظيفѧة مقاومѧة 

.للمورث الطبيعي الأمبيسيلين

 DNAللمورث الطبيعي وأنѧزيم  DNA Polymeraseإضافة أنزيم  -4

Ligase  ديحتوي . المكمّلة الجدلةيؤدي إلى تصنيعѧداً  البلازميѧاتج قصѧالن

).Mismatch(على نقطتين من عدم التكامل 
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وسѧتقوم بإصѧلاح طفرتѧه الموجѧودة ( الأمبيسѧلينالأولى في مѧورث مقاومѧة 

 ً وستؤدي إلى إدخال الطفرة المطلوبѧة (المستهدف  الجينوالثانية في ) سابقا

).في الموقع المحدد

إلѧѧى بكتريѧѧا مضѧѧيفة ) حامѧѧل نقطتѧѧين مѧѧن عѧѧدم التكامѧѧل( البلازميѧѧدينُقѧѧل  -5

E.coli  ذات مورثmutS  دخلѧورث يѧذا المѧغير فعال، بسبب طفرة، وه

 DNA )Mismatchغيѧѧر المتكاملѧѧة فѧѧي  الجѧѧدلاتفѧѧي نظѧѧام إصѧѧلاح 

repair system .( اعفةѧدبالتالي تتم مضѧدم  البلازميѧي عѧل لنقطتѧالحام

بѧدون أي نقѧص فѧي التكامѧل،  البلازميѧدالتكامل، وينتج من ذلك جزيئين من 

التѧѧي تѧѧم إدخالهѧѧا بواسѧѧطة (أحѧѧد هѧѧذين الجѧѧزيئين يحمѧѧل الطفѧѧرات المطلوبѧѧة 

.الأساسي للبلازميدالآخر مطابق  و) الأوليغوتيوكليوتيدبادئي التفاعل، أي 
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مѧѧѧن  الجѧѧزئينعنѧѧد انقسѧѧام الخليѧѧة تحصѧѧل الخليѧѧة البنѧѧت علѧѧى أحѧѧد هѧѧذين 

، ثم يتم انتقاء الخلايا التي تحتوي على الطفرة المنشودة من خلال البلازميد

إلѧѧى الوسѧѧط الغѧѧذائي، إذ أن حѧѧدوث الطفѧѧرة يѧѧؤدي إلѧѧى  الأمبيسѧѧلينإضѧѧافة 

.الأمبيسليناستعادة نشاط مورث مقاومة 
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