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إلѧى انطѧلاق   Gene Cloningو Recombinant DNAلقد أدت تكنولوجيا 

فѧѧي إنتѧѧاج الأدويѧѧة واللقاحѧѧات  التقانѧѧاتعصѧѧر جديѧѧد، وتѧѧوالى اسѧѧتخدام هѧѧذه 

 ً .والكيماويات الصناعية والأغذية المُعدلة وراثيا

بѧدور كبيѧر فѧي مجѧال تشѧخيص وعѧلاج الأمѧراض  الجينكما تقوم تكنولوجيا 

الوراثية البشرية وتقليل تلوث البيئة وتحسين الإنتاج النباتي والحيѧواني كمѧاً 

 ً .ونوعا

 الكلونѧѧةقبѧѧل اسѧѧتعراض بعѧѧض التطبيقѧѧات علينѧѧا التعѧѧرف علѧѧى أنѧѧواع نѧѧاقلات 

Cloning Vectors .
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Cloning Vectors الكلونةأنواع ناقلات 

البكتيريѧѧѧة عѧѧѧادةً مكونѧѧѧة مѧѧѧن  البلازميѧѧѧداتتكѧѧѧون  :Plasmids البلازميѧѧѧدات -1

والذي تكون وظيفته الطبيعية هي إكساب  DNAجزيء صغير حلقي مزدوج من 

. الخلية المُضيفة لصفة المناعة ضد بعض المضادات الحيوية

:للكلونةعدة خواص تجعلها مفيدة جداً كناقلات  للبلازميدات

.توجد كنسخة واحدة أو عدة نسخ في البكتريا -

معѧѧروف بالكامѧѧل ممѧا يتѧѧيح معرفѧѧة المكѧѧان  البلازميѧد DNAتتѧابع القواعѧѧد فѧѧي  -

.المراد دراستها DNAالدقيق لنشاط القطع الأنزيمي والذي يتم فيه إدخال قطعة 

.الخلية المُضيفة يجعله من السهل عزله منها كروموزومأصغر من  البلازميد -
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الѧذي يمكѧن فيѧه  DNAمѧن جѧزيء خطѧي مѧن  الفѧاج DNAيتكون : الفاج -2

الجديѧѧد المѧѧراد دراسѧѧته فѧѧي عѧѧدة مواقѧѧع  DNAإدخѧѧال القطѧѧع المرغوبѧѧة مѧѧن 

. للقطع الأنزيمي المُحدد

دورة  الفѧاجبعѧد أن يسѧتكمل ) الكيميѧري(الهجѧين  DNAفيما بعѧد يѧتم تجميѧع 

.ناضجة مُعدية فاجوينتج وحدات  Lyric Cycleالتحلل للبكتريا 

أنهѧѧا تسѧѧتطيع أن تѧѧُدخل قطعѧѧة  الفاجѧѧاتالميѧѧزة الرئيسѧѧية للنѧѧاقلات مѧѧن نѧѧوع 

DNA  ينѧѧѧراوح بѧѧѧول يتѧѧѧا  20-10بطѧѧѧدة، بينمѧѧѧو قاعѧѧѧلكيلѧѧѧوع  النواقѧѧѧن نѧѧѧم

.كيلو قاعدة 10-1تستطيع إدخال قطعة أصغر بطول حوالي  البلازميدات
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هѧѧي مجموعѧѧة مѧѧن النѧѧاقلات يمكنهѧѧا اسѧѧتقبال قطѧѧع : Cosmid الكوزميѧѧد -3

ً  والفاج البلازميدوتكون ميزاتها أفضل من مميزات  DNA الـأطول من  .معا

 Cosيسُمى مواقع  DNAيحتوي على تتابع من  بلازميدعبارة عن  الكوزميد

)Cos sites ( لتعبئةDNA الفاجفي حبيبة  لامبدا.

 DNAفѧي البكتريѧا، لكѧن حيѧث أن معظѧم  بلازميѧدتنمو هذه النѧاقلات بصѧورة 

فѧѧي  الكيميѧѧري DNAيѧѧتم اسѧѧتبعاده فإنѧѧه يمُكѧѧن إدخѧال قطѧѧع أكبѧѧر مѧѧن  اللامبѧدا

.رأس الحبيبة الفيروسية

.  كيلو قاعدة 50إلى  35بطول  DNAأن يستوعب قطع  للكوزميديمكن 
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لديها القدرة على استيعاب ) Cloning vectors( كلونةحديثا اسُتنُبط ناقلات 

:من أهم هذه الناقلات. ذات أحجام كبيرة DNAقطع 

:الصناعي البكتري الكروموزوم -4

Bacterial Artificial Chromosomes BACs  

 300بطѧول  DNAويسѧتطيع هѧذا الناقѧل أخѧذ قطعѧة . F بلازميѧدالمُشتق مѧن 

 الجينѧѧوممكتبѧѧة  كلونѧѧاتكيلѧѧو قاعѧѧدة ممѧѧا يѧѧؤدي إلѧѧى خفѧѧض عѧѧدد  600إلѧѧى 

.كلون فقط 30000البشري إلى 

ويطُلѧق عليهѧا  BACsو P1 بكتريوفاجكما اسُتنُبطت ناقلات تجَمع بين مزايا  

P1-Derived Artificial Chromosomes PACs  لѧوتصل سعة هذا الناق

.كيلو قاعدة 300إلى 
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 1200إلѧى  600من جهة أخرى أمكن تكوين ناقل ذو سعة كبيرة تصѧل مѧن 

وهѧو  Yeast Artificial Chromosome YACsكيلو قاعدة ويطلѧق عليهѧا 

مѧѧع إضѧѧافة عѧѧدد مѧѧن جينѧѧات  PBR322 القلѧѧونبكتريѧѧا  بلازميѧѧدمشѧѧتق مѧѧن 

.الخميرة إليه

يبين الجدول التالي مقارنة بين سعة هذه الناقلات
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الجينمن تطبيقات تكنولوجيا 

 ً :إنتاج بروتينات معدلة وراثيا

Production of Recombinant Proteins

سبق الإشارة إلى أهمية هذه التكنولوجيا في إنتاج بروتينات معدلة وراثيѧاً، ذات 

قيمة اقتصادية كبيرة ممѧا أدى إلѧى نشѧأة مجѧال جديѧد مѧن البيوتكنولѧوجي أطلѧق 

إلا انѧه قبѧل أن نتطѧرق إلѧى . Protein Engineeringعليه هندسة البروتينѧات 

استعراض بعض الأمثلة عن التطبيقات، علينا التفريق بѧين نѧوعين مѧن النѧاقلات 

 Expressionونѧѧاقلات التعبيѧѧر  Cloning Vectors الكلونѧѧةنѧѧاقلات : وهمѧѧا

Vectors  راءѧن إجѧا مѧي تمكنهѧوالتي ينبغي أن تحتوي على بعض التتابعات الت

.المكلون إلى البروتين المرغوب الجينعمليتي نسخ وترجمة 
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:وتشمل هذه التتابعات

 الجѧينوالذي يكون تتابعه قبѧل  Promoter) المحضض(تتابع المحرض  -1

.Upstreamالمطلوب 

والذي يحدد النقطة التي تنتهي عندها عملية  Terminatorتتابع الإنهاء  -2

.الجيننسخ 

وهو عبѧارة عѧن  Ribosome Binding Site بالريبوزومتتابع الارتباط  -3

كنقطѧѧة ارتبѧѧاط بجѧѧزيء  الريبѧѧوزومقصѧѧير يتعѧѧرف عليѧѧه  نيوكليوتيѧѧديتتѧѧابع 

mRNA  البدء  كودونويقعAUG  قليلة بعد هذا  نيوكليوتيداتدائماً على بعُد

.Downstreamالموقع 
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15 2024-2023الدكتورة ظلال محمد قطان الفصل الأول 

استخدام ناقل تعبير للحصول على تعبير جين أجنبي : 31الشكل 
في خلية بكتريا القولون

:Recombinant Insulinالأنسولين المعدل وراثياً  -أولاً 

فѧѧѧي  لانغرهѧѧѧاسفѧѧѧي جѧѧѧزر  βينѧѧѧُتج الأنسѧѧѧولين الطبيعѧѧѧي مѧѧѧن مجموعѧѧѧة خلايѧѧѧا 

ويѧѧؤدي نقѧѧص . البنكريѧѧاس البشѧѧري وهѧѧو يѧѧتحكم بمسѧѧتوى الغلوكѧѧوز فѧѧي الѧѧدم

والѧѧذي قѧѧد  Diabetes Mellitusالأنسѧѧولين إلѧѧى الإصѧѧابة بمѧѧرض السѧѧكري 

من حسن الحظ توجد بعض أنѧواع . تؤدي تعقيداته إلى الموت إذا لم يتم علاجه

مѧѧѧرض السѧѧѧكري التѧѧѧي يمكѧѧѧن تقليѧѧѧل مضѧѧѧاعفاتها بѧѧѧالعلاج المُسѧѧѧتمر بѧѧѧالحقن 

: فѧي الماضѧي. بالأنسولين لتعويض النقص في إنتاجه في خلايا الفرد المُصѧاب

. كان مصدر الأنسولين عن طريق استخلاصه مѧن بنكريѧاس الخنѧازير والأبقѧار

بالرغم من أن هذا الأنسѧولين الحيѧواني أعطѧى نتѧائج مقبولѧة، إلا أنѧه قѧد تنشѧأ 

.  بعض المشاكل الصحية لاستعماله في علاج مرض البول السكري في الإنسان
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نتيجѧѧة الاخѧѧتلاف البسѧѧيط بѧѧين البروتينѧѧات الحيوانيѧѧة والبشѧѧرية . 1: والسѧѧبب

.Allergyالذي قد يؤدي إلى ظهور بعض الأعراض الجانبية مثل الحساسية 

وأيضѧѧѧاً  تكَمѧѧѧن فѧѧѧي صѧѧѧعوبة تنقيѧѧѧة الأنسѧѧѧولين الحيѧѧѧواني وإمكѧѧѧان وجѧѧѧود . 2

.ملوثات خطرة يصعب التخلص منها

فѧѧي خلايѧѧا  Recombinant DNA بتقانѧѧةيعُتبѧѧر الأنسѧѧولين مثѧѧالي لإنتاجѧѧه 

إذ أن الأنسѧѧѧѧѧولين البشѧѧѧѧѧري لا يحѧѧѧѧѧدث لѧѧѧѧѧه أي تعѧѧѧѧѧديل . بكتريѧѧѧѧѧا القولѧѧѧѧѧون

Modification  ل (بعد الترجمةѧأي لا يضُاف إليه أي مجموعات إضافية مث

......).السكرية الأوليغوسلاسل 

، ببتيѧѧديتينكمѧѧا أن جѧѧزيء الأنسѧѧولين صѧѧغير الحجѧѧم ويشѧѧتمل علѧѧى سلسѧѧلتين 

، )Aالسلسلة (حمض أميني  21الأولى مكونة من 
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ويѧتم بنѧاء هѧاتين ) Bالسلسة (حمض أميني  30والسلسلة الثانية مكونة من 

والѧѧذي يحتѧѧوي علѧѧى  Preproinsulinالسلسѧѧلتين كبѧѧادئ أنسѧѧولين يسѧѧُمى 

 Leaderويسبقهم تتابع قائد  Cمعاً مرتبطتين بسلسلة ثالثة  Bو  Aسلسلتي 

Sequence .

و  Aبعد النسѧخ، وتبقѧى سلسѧلتي  Cوتتم إزالة التتابع القائد وحذف السلسلة 

B مرتبطتين يبعضهما البعض برابطتين كبريتيتينDisulfide Bonds .
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تركيب جزيء الأنسولين من جزيء : 32الشكل 
Preproinsulin

وقѧѧد أمكѧѧن بنѧѧاء جѧѧين أنسѧѧولين صѧѧناعي وترجمتѧѧه إلѧѧى بѧѧروتين الأنسѧѧولين 

.الفعال

الصѧناعي  الجѧينمؤشѧبين أحѧدهما يحتѧوي علѧى  بلازميدينعن طريق تكوين 

. Bوالآخر يحتوي على جين السلسلة  Aالخاص بالسلسلة 

فѧѧي ناقѧѧل تعبيѧѧر  LacZالصѧѧناعي فيѧѧه بجѧѧين  الجѧѧينوفѧѧي كѧѧل واحѧѧد تѧѧم وصѧѧل 

Expression Vector  من نوعPBR322  تѧمما يجعل كل جين صناعي تح

 Fusedويتم ترجمة كل منهما كبروتين مندمج . القوي Lac بروموتورتحكم 

Protein  الأولى من أنزيم الأمينيةيتكون من الأحماض

 β-Galactosidase  مَتبوعة بسلسلةA  أوB .
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21 2024-2023الدكتورة ظلال محمد قطان الفصل الأول 

باستخدام جينات صناعية  المؤشببناء الأنسولين : 33الشكل 
Bو Aلكل من سلسلتي 

يفصل بين الميثيونين الأمينيوقد صُمم كل جين بحيث يكون الحمض 

  β-Galac  وسلسلة الأنسولين مما يمكن معه إزالة جزءβ-Galac  وفصلها

Cyanogenعن سلسلة الأنسولين وذلك بالمعاملة بمѧادة  Bromide)CBr (

وقѧد . بѧرابطتين كبѧريتيتين تѧتم فѧي المخبѧر Bو  Aويتم الارتباط بѧين سلسѧلة 

بحيѧث يشѧمل سلسѧلة  Proinsulinأمكن تطوير عملية الأنسولين ببناء جѧين 

A وB معاً وبالكامل.

بأنѧѧѧѧѧѧه يلتѧѧѧѧѧѧف ذاتيѧѧѧѧѧѧاً  Prohormoneيتميѧѧѧѧѧѧز بѧѧѧѧѧѧادئ الهرمѧѧѧѧѧѧون النѧѧѧѧѧѧاتج 

Spontaneous Folding  الكبريتيديهليأخذ التركيب الصحيح بالروابط .

ً  Cويمكن التخلص من سلسلة  .بسهولة بتحليلها إنزيميا
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 ً إنتاج هرمون النمو البشري في خلايا بكتريا القولون -ثانيا

E.coliSynthesis of Growth Hormones in   

في نفس الوقت تقريباً الذي أنُتج فيه هرمون الأنسولين في بكتريѧا القولѧون، 

كانت مجموعة أخѧرى مѧن العلمѧاء تعمѧل فѧي مشѧروع لإنتѧاج هرمѧوني النمѧو 

:البشري

. Somatotrophin وسوماتوتروفين Somatostatin سوماتوستاتين 

بصورة مشѧتركة للѧتحكم فѧي عمليѧات النمѧو فѧي جسѧم  الهرمونانيعمل هذان 

.والتقزم Acromegalyالإنسان ويؤدي نقصهما إلى اختلال في نمو العظام 

أول بѧѧروتين بشѧѧري يѧѧتم تكوينѧѧه فѧѧي بكتريѧѧا  سوماتوسѧѧتاتينوكѧѧان هرمѧѧون 

.القولون
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علѧѧى نطѧѧاق  بѧѧهإلا أن هرمѧѧون الأنسѧѧولين كѧѧان أول هرمѧѧون بشѧѧري يصѧѧُرح (

ونظراً لأنه يتكѧون ) FDA(تجاري بعد موافقة هيئة الغذاء والدواء الأمريكية 

). حمض أميني فقط 14من سلسلة قصيرة من 

.فقد كان من السهل بناء جين صناعي لهذا الهرمون

اسُتخدمت في إنتاج هذا الهرمون نفس الإستراتيجية التѧي سѧبق وضѧعها فѧي 

 LacZالصناعي في ناقل التعبيѧر  الجينبحيث أدُخل  المؤشبإنتاج الأنسولين 

 السѧيانوجين بروميѧدوالقطѧع بمѧادة  Fusion Proteinوبناء بروتين مندمج 

)CBr .(
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25 2024-2023الدكتورة ظلال محمد قطان الفصل الأول 

المؤشب السوماتوستاتينإنتاج هرمون : 34الشكل 

26 2024-2023الدكتورة ظلال محمد قطان الفصل الأول 

المؤشب السوماتوستاتينإنتاج هرمون : 35الشكل 
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مكѧѧون مѧѧن سلسѧѧلة  السѧѧوماتوتروفينومѧѧن جهѧѧة أخѧѧرى ونظѧѧراً لأن هرمѧѧون 

زوج مѧѧن  600مُكافئѧѧة تقريبѧѧاً لحѧѧوالي ) حمѧѧض أمينѧѧي 191(طويلѧѧة نسѧѧبياً 

.النتروجينيةالقواعد 

فقد كان لابد من استخدام إستراتيجية مختلفة نظراً لأنه كѧان مѧن الصѧعب فѧي 

. صناعياً بالكامل الجينبناء هذا ) أواخر السبعينات(ذلك الوقت 

27 2024-2023الدكتورة ظلال محمد قطان الفصل الأول 

. المُستخلص من الغدة النخامية للإنسان mRNAمن  cDNAلذلك تم اعتماد 

إلѧѧى قطعتѧѧين وكانѧѧت القطعѧѧة  HaeIIIالنѧѧاتج بѧѧأنزيم القطѧѧع  cDNAوتѧѧم قطѧѧع 

واسѧُتخُدمت هѧذه القطعѧة  191إلѧى  24مѧن  الكودونѧاتالأطول تحتѧوي علѧى 

 DNAالمُعѧѧدل فѧѧي حѧين اسѧѧُتبُدلت القطعѧѧة الصѧѧُغرى بجѧѧزيء  البلازميѧѧدلتكѧون 

، الѧذي احتѧوى السѧوماتوتروفينصناعي الذي اشѧتمل علѧى نقطѧة بدايѧة جѧين 

على الإشارات الصحيحة لعملية الترجمة في بكتريا القولѧون وتѧم التحѧام هѧذا 

.Lac البروموترالمُعدل في ناقل تعبيري يحمل  الجين
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12/5/2023

24ـ 23ظلال محمد قطان . د 15
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المؤشب السوماتوتروفينإنتاج هرمون : 36الشكل 


