
 و)لايلا ولقمل

 الصناعية الحيوية للمحفزات الموجه التطور
DIRECTED EVOLUTION OF INDUSTRIAL BIOCATALYSTS

 بورنشويار أوفي بوتشر، دومينيك شميدت، مارلين
Marlen Schmidt, Dominique Bdttcher, and Uwe T' Bornscheuer

Introduction ( (المقدمة٤,١

 تم وقد والدوائية الضخمة الكيميائية للمواد الصناعي الإنتاج في واسع نطاق عل الحيوية المحفزات تستخدم

 استخدام تشمل الإنزيات تطبيقات معظم فإن الآن، وحتى].٤-١[ الصناعة في عملية٣٠٠ من أكثر تطبيق

 من الحيوية المحفزات أصبحت حيث القريب، المستقبل في ذلك يتغير أن المتوقع فمن ذلك، ومع الهيدروليزات.

 العقد في المكثف البحث موضع والأوكسيدوريداكتيزات( اللييزات، المثال، سبيل )عل الأخرى الإنزيات فثات

 بالفعل. الكبرى الاكتشافات من بالكثير القيام تم وقد الماي

 كثير في الإنزيات فإن معينة، حيوية تحفيز لعملية بحثها يتم اللذان والإنزيم التفاعل نظام عن النظر بغض

 عادة هذا ويشمل خصائصها. تحسين يجب أنه كى] الكبير المستوى عل التطبيقات متطلبات تلبي لا الأحيان من

 الثبات مثل بالعملية المتصلة الجوانب وأيضاً الحيوي، للمحفز الفراغية وخاصة والتجسيمية، الكيميائية، الانتقائية

 وسط من كبيرة تركيزات وجود في والنشاط هيدروجيني أس درجة أو معينة حرارة درجات عند المدى طويل

 إنتاجية. أعل لتحقيق تحسينها إلى تحتاج التي التفاعل

 تقنيات فإن العمليات، هندسة أو والإضافات، التقييد، مثل الكلاسيكية الإستراتيجيات إلى بالإضافة

 المعينة. للعمليات تفصيلية بطريقة الإنزيات لتصميم المستخدمة المنهجيات أهم الآن تعد الجزيئية البيولوجيا

 الموجه. )الجزيئي( والتطور الرشيد، البروتين تصميم مكملتين(: عادة )ولكن مختلفتين إستراتيجيتين وتستخدم

 التي الكبرى الإنجازات عل الفصل هذا ويركز(.٤,١ رقم) الشكل في المناهج لهذه العام المخطط توضيح ويتم

 المغطاة الأمثلة وتشمل الرشيد. البروتين تصميم ذكر يتم أيضاً ولكن الموجه، التطور مجال في الماضي العقد في تمت
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 اقتصادي ونجاح مستدام نمو الصناعية: الحيوية التقنية١٨٢

 ذات الحيوية المحفزات مع تتعامل التي الأكاديمية البحوث من المهمة المساهمات وكذلك الصناعية العمليات

 أن المتوقع فمن الصناعة، في تمت التي الحيوية المحفزات تحسينات جيع نشر يتم لم فأنه نتوقع أن يمكن وكا الصلة.

 الموجه. التطور أساليب بواسطة المحسنة الإنزيات تستخدم أخرى عمليات عدة توجد

 الموجه التطور
 للبروتين الرشيد التصميم الجزيئي التطور أو المختبر في التطور أيضاً:
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 الإنتاجية عالية الفحص طرق باستخدام المحسنة المتغيرات تعريف

 ي
 الموقع موجه التطفير

،

 الإنزيات معدل متغير ة

 نموذج )أو البروتين تركيب من الرشيد التصميم يبدا الموجه. والتطور الرشيد البروتين لتصميم تخطيطية مقارنة(.٤,1) رقم الشكل

 عل المجموعات هذه إدخال ويتم المهمة. الأمينية الأماض مجموعات تعريف طريقه عن يتم والذي التاثل(،

 عدة أو جين من الموجه التطور يبدأ المطلوبة. الخصائص من والتحقق الناتجة الطفرة إنتاج ويتم الجين مستوى

 ال أو الناتجة الطفرات مكتبات ومن العشوائية. الطفرات أساليب من لمجموعة تخضع والتي )مماثلة(، جينات

Chimerasأو الفحص بواسطة الدقيق، التركيز أطباق متوى عل الإنتاج بعد المطلوبة، المتغيرات تعريف يتم 

 للاختصارات. المتن راجع الاختيار.

Strategies for Protein Design ( البروتين تصميم (إستراتيجيات٤,٢

Rational Protein Design ( للبروتين الرشيد (التصميم٤,٢,١

 بشكل كفاءة أكثر للبروتين الرشيد التصميم يجعل الإنزيات خصائص هندسة لكيفية المتزايد فهمنا إن

 لتوافر الحاجة هي الرشيد البروتين لتصميم الرئيسة العقبات تزال لا ذلك، ومع(.٤ ا, رقم )الشكل مطرد

 فإنه التركيب، ومن التحفيز. لآلية الدقيق والفهم كافية( بدرجة جيد تماثل نموذج الأقل عل )أو البروتين تركيب
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 بواسطة المطلوبة الخصائص في تشارك أنها يعتقد والتي الساخنة( )النقاط الأمينية الأحماض بعض تعريف يمكن

 عل باستخدام، المواضع هذه في(SDM) الموقع موجهة الطفرات تنفيذ ذلك عند ويمكن الجزيئية. النمذجة تقنيات

 للبروتين الرشيد التصميم كان وقد ستراتاجين. شركة من(uikChange" الموقع موجهة الطفرة طريقة المثال سبيل

 أمثلة عل العثور ويمكن المتشاهات، انتقائية أو النشاط تغيير مثل خصائص تناول تم حيث خاصة بصفة ناجحاً

].٥1[ المراجع في عديدة

Directed Evolution ( الموجه التطور(٤,٢,٢

 الفرد واختيار البروتين لتغيير تقنية هو الجزيئي( التطور أو المختبر في التطور يسمى )أيضاً الموجه التطور

 المحفزات لتحسين النطاق وواسعة للغاية قوية أداة بوصفها الزمان من عقد خلال التقنية هذه وظهرت الأنسب.

(TS)  الإنتاجية عالي بفحص متبوعاً العشوائي التطفير الموجه التطور إستراتيجية تشمل عام، وبشكل الحيوية.

(.٤,١ رقم )الشكل اختيار خطوة و/أو

 في مناسب تعبير نظام وله معدلة صورة في توافره يجب والذي المعروف، الإنزيم اختيار مع العملية تبدأ

 قدر منحازة غير الطفرات، من كبيرة مكتبة إعداد ويتم تحسين. إلى تحتاج التي الخاصية تعريف ثم اليد، متناول

 الاستنساخ بعد لاحقاً. المفصلة للتقنيات وفقاً للبروتين، المرمزة للجينات العشوائي التطفير خلال من الإمكانن،

 هذه تتعرض النهاية وفي متغير."١٠-١٠ حدود في عادة الإنزيم، متغيرات من ضخمة مجموعة إنشاء يتم والتعبير،

 يمكن ولاحقاً الاختيار. أو الفحص أساليب باستخدام المطلوبة المتطورة الخاصية ذات الطفرات تعريف إلى المكتبة

 تراكم أجل من التطفير من الإضافية للجولات محسنة انطلاق نقطة بصفتها ناجحة طفرة أفضل تستخدم أن

 لمناهج كأساس الطفرات تحليل من المستمدة المعلومات تستخدم أن يمكن الأحيان من كثير وفي المفيدة. الطفرات

 للبروتين. الرشيد التصميم

 عل بأمثلة متبوعة الإنتاجية، عالي الفحص ونظم التطفير أساليب أهم تقديم يتم سوف التالية، الأجزاء في

 المحسنة. الحيوية المحفزات إنتاج في الموجه التطور لتجارب الناجح التطبيق

Mutagenesis Methods ( التطفير (طرق٤,٢,٢,١

 وفيه المعد(، )غير اللاجني التطور(١) الطفرات: مكتبات لإنشاء مختلفتين إستراتيجيتين اتباع يمكن

 وفيه )المعدل(، الجنسي التطور(2 و) نقطية، طفرات ذات متغيرات لإنتاج العشوائي للتطفير الأصلي الجين يخضع

.(Chimeras)  الطفرات مكتبات من مجموعة لإنتاج تعديلها يعاد ثم عشوائي بشكل أصلية جينات عدة تجزئة يتم
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 التالية. الفقرات في بإيجاز بعضها وصف وسيتم الطرق من كبير عدد تطوير تم الماضية،١٥ ال السنوات في

٠]١٠-٦ تفصيلاً[ والأكثر الأعمق للاستعراض والكتب المراجع من الكثير ويتوفر

 تستخدم وهنا(.epPCR) الخطأ عرضي البلمرة تسلسل تفاعل هي استخداماً الأكثر اللاجنسية الطريقة

 وإضافة ،٢ المغنيسيوم+ لزيادة يمكن المثال، سبيل عل].١٢ ،١١[ طفرات مكتبة لإنشاء مثالية غير تفاعل ظروف

 من البلمرة إنزيم ،Ta و ا خطأ معدل من تزيد أن المتوازنة، غيرdNTP ا تركيزات واستخدام المنغنيز+ا،

 طفرات طيف إنشاء يمكن فلا ذلك، ومع ا./. إلى٦.٠,٠·١ من عادة، يستخدم الذي أكواتيكوس الثيرموس

 لأن المتوازنة؟ غير والنيوكليوتيدات المنجنيز!+ مع1a ا-و دنا بلمرة إنزيم باستخدام منحازة( غير )مكتبة متجانس

6 من أفضلT أو٨ نيوكليوتيدات الديسوكي لتبادل اتجاه وجود إلى يؤدي الخطأ"سوف تحيز أو البلمرة "إنزيم

 سبيل عل تجارياً، تجانساً أكثر طفرات طيف تظهر محسنة الدنا بلمرة إنزيات تتواجد وحالياً.C أو

P4-Pol [ أو]١٣ TaqPol I614K I وكذلك عال، خطأً معدل مع ستراتاجين شركة من «Mutazymem و1  المثال

exo-) D473G])ال طفرة منتج التحام من والناتجة الأخرى المشكلة حل تم وقد].١٤ epPCRالاستنساخ ناقل إلى 

 الطريقة هذه اعتبار ويمكن].١٥[ وزملاؤه بيشيت طورها التي "الجالب" تقنية طريق عن جزئياً التعبير أو

 التطفير. ظروف تحت كله البلازميد تضخيم عل تستند لأها ستراتاجين لشركةQikChange" لطريقة كتعديل

 الثاني البلمرة تسلسل تفاعل في فعال كبادئ المطفر الجين فيها يستخدم والتي المرتبطة،MEGAWHoP ا تقنية وفي

 المتداولة الدائرة تضخيم معcpRCR دمج تم ومؤخراً،].١٧ ،1٦[ والالتحام الحصري للهضم حاجة هناك تعد لم

(RCA])18،[ متساوي تضخيم في و البكتيريا فيروس من بلمرة إنزيم يستخدم والذي ]١٩ الحرارة.[

 الوراثية، التحلل شفرة من الناجم الشفرة" "تحيز يسمى ما هيepRCR في الكبيرة الأخرى والمشكلة

 طفرة تؤدي المثال، سبيل عل غيره. من بكثير شيوعاً أقل يكون سوف معين أميني حض تغيير أن يعني والذي

 العشرين الأمينية الأماض جيع ترميز فإن وهكذا، بديلة. أمينية أحماض بدائل ستة إلى فقط الفالين شفرة في واحدة

 كامل جين تعريض عند للغاية مرجح غير حدث وهو المجاورة، شفرات الثلاث تبادل يتطلب للبروتين المشفرة

].٨/[١ خطأ بمعدلepPCR ال إلى قاعدة( زوج ا000 )أي للبروتين مرمز

 مثل السلالات تكو الطفرة. السلالات استخدام العشوائية الطفرات لخلق الأسهل البديل ويشمل

 إنزيم نشاط في )التدخلma) الابتدائية الدنا إصلاح مسارات من ثلاثة في ناقصةXL1-Red القولون إيبيكوريان

 معدل وتظهر((oxodGTP-8 ال تحليل )عدمmuTT و المتطابق(، غير )الإصلاحmuG '-إكسونيوكلييز(،٥'٣

 الالتحام، خطوة تجنب النهج هذا مع يتم الأولى، الناحية من الأصلية. العائل سلالة من مرة٥0٠٠ أكثر طفرات

 في الموجود البادئ في تؤثر أن يمكن والتي الطفرة، موقع عل سيطرة هناك ليس فإنه الأخرى، الناحية من ولكن
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 هذه باستخدام الطفرات خلق تصف مراجع عدة وهناك الأخرى. الناقل وخصائص نسخه، وعدد البلازميد،

].٢٣-٢٠[ التقنية

 الجني؟ التعديل طرق تفضيل يتم فإنه الكافي، التاثل ذات مسبقاً المختارة الجينات متغيرات من البدء عند

 وزملاؤه ستيمنر بواسطة الأول المثال تطوير تم وقد الأصليين. المانحين من كل سات أفضل بين تجمع قد لأنها

 اللاحق والتعديل للدنا محلل إنزيم عل تعتمد تحليل خطوة يتضمن وهو الجينات. أو الدنا بخلط وسمي]٢٤[

 تم وقد بادى. مع نهائي بلمرة تسلسل بتفاعل متبوعاً البدء(، ذاتي بلمرة تسلسل )تفاعل بادئ أي بدون للأجزاء

 هو البديلة الطرق وأحد الجزيئي. التهذيب أو الدنا عائلة بخلط أيضاً وتسمى الماضي، العقد في الطريقة هذه صقل

 القصيرة الأجزاء تضخيم من تتكون وهي ]،٢٥[ وزملاؤه تشاو طورها التي(StEP) التعاقبي التوسيع عملية

 الجينات من أي عل الناتجة الصغيرة الأجزاء تهجين يتم أن يمكن اللاحقة، الدورات في إنه بحيث الأصلية، للجينات

 من المزيد تطوير تم وقد للدنا. ا الهاضم الإنزيم باستخدام الهضم من الناتج التحيز تجنب يمكن وعليه، الأصلية.

 تكوين تدعي الدنا لخلط بديلة طريقة ابتكروا الذين وزملاؤه، كوكو بواسطة الكلاسيكي الخلط منهج تحسين

 الأصل الجين أجزاء وضم والتهذيب، الترتيب، عل اعتاداً(ACHITT وقتية قوالب في عشوائياً الناتجة الطفرات

 الطريقة هذه أظهرت وقد الطول. كامل الخيط أحادي وقتي قالب في المهجنة عشوائياً المفصولة الخيط أحادي

 يكون الأصلية الجينات تسلسل تشابه أن الواضح ومن].٢٦[ طفرات مركبات/١٠0 و عالية تعديل معدلات

 أصلية تسلسلات عدة لتعديل منهجيات إدخال تم فقد ذلك، ومع التعديل. تقنيات لتطبيق مقيداً ضرورياً شرطاً

 تناظر مع ولكن المعقد التركيب ذات الجينات لتعديل ضرورياً يكون والذي عالي، تماثل تسلسل إلى الحاجة دون

 بواسطة الأولى المستقلة التماثل طريقة تطوير تم وقد المثال. سبيل علP50 مونوأوكسيجينز مثل المنخفض، التسلسل

 التحام عل المهجنة( الإنزيات لإنشاء التدريجي الاقتطاعITcmY ا طريقة وتعتمد].2٨ ،2٧[ وزملاؤه أوستاير

 الهضم وإنزيمI إكسونيوكلييز إنزيم بواسطة إنتاجها تم والتي الجينات، من اثنين من الحجم مختلفة أجزاء

 تطوير وتم الطريقة تحسين تم فقد أخرى ومرة فقط. واحدة تعديل نقطة توجد أنه هو الرئيس والعيب.Sl نيوكلييز

 والتعديل ]،٣0[ الجينات تجميع إعادة وطريقة ]،٢٩ ،2٨wio-ITCHY ال المثال سبيل عل منها، مستنتجة طرق عدة

[٣٣]. التاثي غير العشوائي smIRREc) (RR@[ التسلسل تماثل عل المعتمد غير البروتين وتعديل ]،٣٢ ،٣1

 المستدير الأولي التطفير وهي الطفرات، إدخال دون الإنزيات لتطوير تماماً مختلفة إستراتيجية تطوير تم وقد

(P)يرمز الذي الأصل للجين والكربون النيتروجين نهايات ربطوا وقد].٣٤1 وزملاؤه لوتز قبل من اقترح الذي 

 نهايات تحمل متغيرات لإنتاج العشوائي الهضم بواسطة تخطيطه ثم ومن أنتاركتيكا، الكانديدا من الليبيزب لإنزيم

 المتغيرات بعض أظهرت ولكن نشط، ليبيز إنزيم إلى فقط يؤد لم هذا أن المدهش، ومن بديلة. وكربون نيتروجين
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 ضعفا١٧٥ً و بيوتيرات، البارا-نيتروفينول ضد ضعف )حتىاا الأصلية السلالة من أعل تحفيزية كفاءة أيضاً

 أوضحت وقد تقريبا(. ثابتةK ا قيم ظلت حين في أوكتانوات، أمبيلليفيريل فلورو-؟-ميثيل -داي٨،٦ ضد

 انتقائية بمعالجة تقوم لا الإنزيم لهذا المستدير الأولي التطفير أن(p283) المتغيرات لأنشط الحركية التجارب

].٣ [٥ه الفراغية الثانوية الكحولات بعض تحليل عند المتشابهات

 التنبؤ أجل ومن عشوائياً. الجينات لتطفير التقنيات من واسعة مجموعة تتوافر فإنه سابقاً، توضيحه تم وكا

 وغالباً الموجه. التطور تخطيط تجارب لتسهيل برمجيات أدوات عدة تطوير تم فقد الطفرات، مكتبة نوعية ومقارنة

 برنامج باستخدام وزملاؤه وونج أظهر وقد المكتبة، تقييم في الموقع وتغيير التحولات بين النسبة تستخدم ما

 وقد].٣٦[ كتقدير يفشل ما غالباً هذا أن (،htpmap.iu-bremen.de الموقع في )والمتاح(AP) للتطفير مساعد

 الشفرات(، تنوع بمعامل )يستكمل الأميني الحمض ومؤشر البروتين، تركيب مؤشر ذلك من بدلاً المؤلفون اقترح

 المكتبات. لمقارنات أفضل مؤشرات بوصفها الكيميائي التنوع ومؤشر

 ولبحث التطفير عمليات لمحاكاة حاسوبية أدوات عدة ذكر تم فقد ]،٣٨ ،٣٧[ مؤخراً استعراضه تم وكا

 تنوع )برنامج1DP وال(epPCR ا مكتبات في التنوع لتقدير )برنامجPEDEL وال المنشورة. التجريبية النتائج

.[٣٨] epPCR  الى وخاصة العشوائية، التطفير طرق لمحاكاة المستخدمة الحاسوبية الناذج أمثلة من ههما المكتبات(

 بنفس محتملة متغيرات أو عشوائية عينات تضم التي للمكتبات )برنامجGLUE ال وهو مفيد أخر برنامج وهناك

 أخذ أجل من كبيرة مكتبة إيجاد وكيفية المكتبة تحتويها التي المتغيرات عدد لتقدير تطويره تم والذي الدرجة(،

 الموقع فيDRIVeR والPEDEL ال وكذلكGLUE ال- برامج وتتوافر].٣٩[ المتغيرات جيع من عينات

http://guinevere.otago.ae.nz/stats.html]قاموا وعليه الخلط طريقة بنمذجة وماراناس موري قام وقد].٤٠،٣٩ 

 وكذلك (،http//maranas.che.psu.edu/software.html)]٤٤-٤١[SCRATCHY والeShufTle ال برامج بتطوير

 طور وقد].٤ [ه معين بروتين تركيب مع المتفق الكامل الطرفية المجموعات اندماج لتوصيفSIRCH ا طريقة

 وخاصة الباحثين، يساعد أن ينبغي الذي(RaMuS) العشوائي التطفير إستراتيجية )خطط دليل وزملاؤه وونج

].١٠ ومهاراتهم[ احتياجاتهم حسب معدلة مناسبة عشوائية تطفير طريقة لاختيار الموجه، التطور مجال في المبتدئين

Focused Directed Evolution ( المركز موجه (التطور٤,٢,٣

 يمكن ولم الأفضل الإستراتيجية هو الموجه التطور أو الرشيد التصميم كان إذا ما مسألة نقاش تم ما كثيراً

 فتنا بمعر وتحديده البروتينات تعقيد بواسطة الرشيد التصميم إعاقة تتم الواقع، في بسيط. استنتاج أي استخلاص

 بعض في ويعطي المطلوبة النتيجة يوفر لا الأحيان من كثير في فإنه أيضاً، والوظيفة. التسلسل لارتباط الضئيلة
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 من المثال، سبيل عل المطلوبة. الخاصية عن جداً بعيدة تكون أن يمكن والتي جدا، مدهشة متغيرات الأحيان

].٤٦ الأفضل[ الخيار هو الموجه التطور يكون وعليه الرشيدة، بالطريقة الحراري بالثبات التنبؤ الصعب

 شبه بالتصميم سميت والتي الرشيد، والتصميم الموجه التطور من تركيبات اقتراح تم الأخيرة، الآونة في

 الناجح التطبيق ذكر تم وقد المركز. الموجه التطور المصطلح نفضل أننا من الرغم عل الرشيد، التطور أو الرشيد

 )من الليبيز لإنزيم الحراري الثبات زيادة إلى هذا ويؤدي وزملاؤه. ريتز بواسطة(1SM) التكراري التشبعي للتطفير

 الإيبوكسيد إنزيم مثل التفاعل، لأوساط القبو وتوسع المتشابهات، انتقائية وزيادة ]،٤٨ ،٤٧[-(٤T النوع

 أولاً التاثل( نموذج )أو البروتين تركيب تحليل يتمISM ا طريقة في].٤٩-٤٧([cAsTi النوع )من هيدروليز

 )بشكل المواقع جيع تعريض يتم ذلك، بعد معينة. خاصية في تسهم التي الأمينية الأحماض جيع مواضع لتحديد

 من نتيجة أفضل استخدام يتم ثم الاهتمام. موضع للخاصية المكتبات بفحص متبوعاً التشبعي، للتطفير منفصل(

 إيجاد حتى تكرارية بطريقة الإستراتيجية هذه وتستمر التشبعي، التطفير من الأخرى للجولات كقالب مكتبة كل

(.٤,٢ رقم )الشكل المطلوب الحيوي المحفز

 هذه التكراري التشبعي التطفير من كنوع الاندماجي( النشط الموضع تشبع )اختبارCASTig ا ويتبع

 وسط تخصصية أو المتشاهات انتقائية مثل للخصائص بالنسبة وخاصة الساخنة، النقاط لتحديد الإستراتيجية

 .جيع لتحديد أنجستروم 'ا حوالي قطرها نصف دائرة في النشط الموضع حول المساحة هنا وتستخدم التفاعل.

 للتصميم(CASTER) برنامج تطوير تم وقد التفاعل. وسط مع تتفاعل التي الطرفية الأمينية الأماض مجموعات

 شبكة عل متوفر البرنامج وهذ الارتباط. جيب أنحاء جميع في المركزة المتغيرات لمكتبات والفحص المنهجي

.(http://www.kofo.mpg.de/kofo/institutarbeitsbereiche/reetz/deutsch/reetz_forschungl.html)  الإنترنت

.etc محسنة حيوية حفزية خاصية

 التكراري. التشبعي التطفير مبدأ(.٤,2 رقم) الشكل
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 إستراتيجيتهم فإن ،CASTing لبرنامج وخلافاً مماثلاً، هجاً كوديكسيس شركة في الباحثون استخدم وقد

 هوProsAR وال التحفيز. وظيفة في كبيراً تحسناً حققوا وقد التائل، نموذج أو الأبعاد ثلاثي التركيب عل تعتمد لا

 تركيب بين العلاقة تحليل يتم وعليه الجزيئي، البروتين لتعظيم وذلك بالوظيفة( التركيب )علاقةSAR لل امتداد

 طفرات تحليل تم وقد].٥0[ معادلة في ووضعها للقياس القابلة المطلوبة والخاصية )الإنزيم( المتفاعل الجزيء

 تكون أن و"يحتمل ك"مفيدة"، ترتيبها ثم ومن والتسلسل، النشاط طريق عن المختلفة التطفير طرق من المكتبات

 كإنزيات وتستخدم المفيدة الطفرات وتبقى الأخيرة، الفئة طفرات استبعاد ويتم "مؤذية". أو و"محايدة"، مفيدة"،

 تحسين ويعد كأصول. أيضاً تستخدم وقد الأخرى الطفرات اختبار إعادة وتتم الطفرات. من التالية للجولة أصلية

 ممتاز مثال هو للكوليسترول، المخفض الأتورفاستاتين لعقار مرادف لإنتاج المهم ديهالوجينيز، الهالوهيدرين إنزيم

(.٤,٤,٣ القسم )انظر الطريقة هذه لفائدة

 الموقع موجه الفراغي )التطفيرSISDc ا يوجد التطفير طرق تعديل ذات الرشيدة شبه المحاولات ومن

 حيث ه]2[ التركيب( عل المعتمدة الاندماجية البروتين )هندسةsCoPE وال ه]1[ التسلسل( عل المعتمد غير

 للبروتينات. الأبعاد ثلاثي التركيب عل اعتماداً عبور مواضع تحديد يتم

Assay Systems ( الفحص (نظم٤,٣

 من كبير عدد لوجود ونظراً للغاية. به وموثوق سريع فحص نظام هو الموجه التطور تجربة نجاح مفتاح إن

 بعد المطلوبة النتائج تحديد الصعب من يكون فإنه العشوائي، التطفير بطريقة إنشاؤها تم التي الممكنة المتغيرات

 اللوني الفصل أو اللوني الغازي الفصل مثل الكلاسيكية، التحليل طرق باستخدام للمتغيرات الفردي التعبير

 المحفزات لتحديد الإنتاجية عالية مناسبة أدوات توافر يجب فإنه ذلك، عل وبناء المرتفع. الضغط ذي السائل

 المبين النحو عل الفحص، إلى وإما الاختيار أساليب إلى إما الإستراتيجيات تقسيم ويمكن المطلوبة. الحيوية

 عل ملاءمة الأكثر الأسلوب بشأن قرار اتخاذ ويجب وعيوب، مزايا لديه النهجين من وكلاً لاحقاً. بالتفصيل

 ريمون كتاب في مؤخراً وصفت التي للأدوات واسعة عامة نظرة عل الاطلاع ويمكن منفصلة. حالة كل أساس

].٥٨-٥٤[ المراجع من عدد وفي]٥٣[

Selection ( (الاختيار٤,٣,١

 عضوي مركب إنتاج عل القدرة )عدم الأوكسوتروف خاصية تكامل عل الحيوية الاختيارات تعتمد

 جداً قوية أداة يكون الاختيار فإن تطبيقه، وعند الحيوية. المضادات مثل للخلية السامة العوامل مقاومة أو معين(
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 عزل علل المظهري الطرز اختيار استخدام يقتصر ذلك، ومع البروتين. طفرات واكتشاف الكبيرة المكتبات لفحص

 ظاهري. طرز لاختيار مباشرة غير بصورة ربطها يمكن التي أو المباشرة الحيوية الصلة ذات التفاعلات محفزات

 وتنشى المستوى. دقيقة الأطباق أو صلب طور في وإما الخلايا داخل أو المختبر في الاختيارات هذه تتم أن ويمكن

 فإنه التسلسل، حيز من كبيرة كمية فحص أجل ومن فرداً."١٠-١٠ بين عادة تتراوح مكتبات التطفير تقنيات

 المكتبة. حجم من للحد المطلوبة غير أو النشطة غير الأفراد استبعاد يمكن

Display Techniques ( الاظهار (تقنيات٤,٣,١,١

 الأنسب الطفرات لاختيار شيوعاً الأكثر التقنيات من واحدة هو )الفاج( البكتيري بالفيروس الاظهار إن

 في الطفرات( مكتبة في فرد كل الحالة هذه )في المطلوب الجين استنساخ من تتكون وهي المختبر. في كبيرة مكتبة من

 الأجنبي البروتين اظهار يتم الفاج، تجميع يتم وعندما الفيروس. لجزيئات بروتيني لغطاء يرمز جين مع انصهار

 ذلك بعد ويتم الفاج. جسيات طريق عن التعبير وناتج الجين بين مادي ارتباط تحقيق يتم ولذلك، سطحه. علل

 عل الرابط هذا طبيعة وتعتمد مقيد. رابط مع الظاهر للإنزيم الانجذابي التفاعل بواسطة البكتيرية الفيروسات أسر

 مع مدمجاً انتحاري تفاعل وسط أو تفاعل، وسط الانصهار تاج إنزيم يكون أن يمكن المثال، سبيل عل الإنزيم،

 إذابة ويتم الانتقالية. التقييد لحالة مشابه أو الاستربتافيدين(، كريات عل لاحقاً أمره يتم )والذي البيوتين

].٥٩[ البسيطة العدوى بواسطة وتضخيمها ونسخها، المختارة، الفيروسات

 مفسفر بيوتينيل مثبط مع )ليبيز(Lipolase" لك المظهرة الفيروسات اختيار وزملاؤه دانييلسن وضح وقد

].٦0 واحدة[ دورة في ضعف١٨٠ المكتبة إثراء من مكن الذي

 وللإظهار البكتيري. الفيروس سطح عل وكذلك والخميرة البكتيريا عل البروتين مكتبات اظهار أيضاً ويمكن

 مقارنة المكتبة لنشر واحد مضيف لعائل حاجة هناك أولا، الانتشار. واسع الفيروسي الاظهار عى معينة مزايا البكتيري

 نقل دون مباشرة المختارة المتغيرات تضخيم يمكن ثانيا، والبكتيريا. البكتيري الفيروس الفيروسي، الاظهار في اثنين مع

 أقل الشره آثار بسبب الاصطناعي الانجذاب خطر يكون أن يمكن ثالثاً، آخر. مضيف عائل إلى الوراثية المادة من المزيد

 وزملاؤه شولزايس بواسطة جلاديولي البوركولديريا من الإستيريز لإنزيم البكتيري الإظهار تحقيق وتم وضوحاً.

 تم وقد القولون. إيشيريشيا في النقل ذاتية الأساسية والمجالات الإستيريز جين من يتكون اصطناعي جين باستخدام

].٦١[ مختلفة تقنيات بواسطة إثباته تم كا الخارجي الغشاء جزء إلى بنجاح الإستيريز نشاط توجيه

 الإنزيات مكتبات لفحص الخلوي الفحص جانب إلى البكتيرية الخلية سطح اظهار تكييف أيضاً تم وقد

 عل للإنزيمات التحفيزي للنشاط الكمي للفحص الوحيد العام النهج حالياً تمثل التقنية هذه فإن الواقع، في].٦٢[



١٩٠ اقتصادي ونجاح مستدام نمو الصناعية: الحيوية التقنية

 عل الإنزيات اظهار يوفر ذلك، عل وعلاوة الطفرات. من جداً كبيرة مجموعات وفي الواحدة الخلية مستوى

 الإنزيم. إلى التخليقية التفاعل وسائط وصول حرية البكتيريا سطح

 عل المقابل الإنزيم تعبر التي والخلية مستشع تفاعل منتج بين مادي ارتباط تشكيل عل القدرة أن ثبت وقد

 طرق عدة تتوفر وحالياً الواحدة. الخلية مستوى عل التحفيزي للنشاط الكمي للتحديد المفتاح هي سطحها

].٦٣[ القولون لإيشيريشيا معظمها تطوير تم وقد الميكروبية، الخلية سطح عل الإنزيات لإظهار

 بالغشاء مرتبط إيروجينوزا البوسودوموناس من استيريز إنزيم ،EstA ا استخدام هو الأمثلة وأحد

 للإنزيمات القولون إيشيريشيا خلية سطح لإظهار ارتباط كحافز نشط غيرEstA متغير استخدام وتم الخارجي.

 الباسيلس من الليبيز إنزيات جيع أن الليبيز نشاط وقياس الخلوي التدفق تحليل أظهر وقد للدهون. المحللة

 الذاتي الناقل بواسطة بكفاءة تصديرها تم قد مارسيسينس والسيراتشيا بيي، سولاني الفيوزاريوم ساتليس،

EsA، كولمار وضح جداً، ومؤخراً].٦٤[ الخلية لسطح تعريضها عند للدهون المحلل بنشاطها أيضاً تحتفظ وأها 

 بيروكسيديز مع معاً الخلية سطح عى الليبيزات أو الايستيريزات تظهر التي القولون إيشيريشيا بكتيريا أن وزملاؤه

 امايد التير شقوق وبقيت تيرامايد. للبيوتين الكربوكسيي الحمض أسترات تحليل عل قادرة تكون(RP) الفجل

 التيروزين بمجموعات تساهياً ارتبطت وعليه قصيرة لفترة بالبيروكسيديز المقترن الليبزز تفاعل من نتجت التي

 نشاط اختلافات أن وجد وقد الليبيز. نشاط تظهر التي البكتيرية الخلية سطح من بالقرب تقع كانت التي النشطة

 التعليم هذا أتاح وقد الخلية. سطح عل المتراكمة ترامايد البيوتين كمية مع جيداً تتطابق الخلوي الاستيريز

].٦٥ المغناطيسي[ الخلايا فرز طريق عن عزلها الليبيز نشاط ذات للخلايا تيرامايد بالبيوتين الانتقائي

In VivoSelection ( الخلايا داخل (الاختيار١,٢,٤,٣

 سبيل عل والنمو، للحيوية ضرورياً المستهدف النشاط يكون عندما الخلايا داخل بالاختيار القيام يمكن

].٦٦[ أساسية غذائية مادة توفير أو الحيوية المضادات تركيزات زيادة عل التغلب المثال،

 الحياة قيد عل البقاء فيه اقترن والذي مثال طريق عن وروجيبيرج ريتز بواسطة المبدأً توضيح تم وقد

 متغير تعبر التي الدقيقة الكائنات تستطيع لا وهكذا،].٦٧ للنمو مثبط مركب يحرر والذي معين متشابه بتحليل

 الفعال للتخصيب محفزة الحياة، قيد عل تبقى ولذلك المركب، هذا شق المناسبة المتشابهات انتقائية ذو الليبيز إنزيم

 المطلوبة. المتشابهات انتقائية ذي الإنزيم بمتغير للمزرعة

 أيض ناتج )أي مطفر إنزيم متغير إنتاج فقط ويتم تكاملي: كنهج الاختيار إجراء يتم الأحيان بعض وفي

٠٢٦٩٠٦٨ أساسي([
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 واليرسينيا، الإنتيروباكتر، أنواع من للسيفالوسبورينيزات جينات أربع ستيار مجموعة عرضت وقد

 مجموعه ما )أي أجيال أربع من مكتبات فحص تم وقد الدنا. خلط أوepPcR ا إلى والكليبسيلا والسيتروباكتر،

 من حيوي )مضاد الموكسالاكتام من متزايد تركيز مع الآجار أطباق عل الاختيار طريق عن مستعمرة(٥٠0٠٠

 قيد عل تبقى أن البيتا-لاكتام الحيوي المضاد تحليل عل القادرة للمستنسخات فقط أمكن وقد البيتا-لاكتام(.

 من طفرة أفضل أظهرت ولكن أضعاف، بثانية تقدر نشاط زيادةepPCR ا من متغيرات أفضل وأظهرت الحياة.

].٧0 ضعف[٥٤٠-٢٧٠ ب أعل للموكسالاكتام مقاومة المتعدد الجينات خلط

 مزرعة في تنمو التي المستعمرات علHTS ا إجراء يمكن الدقيقة، الكائنات في المعبرة للمكتبات بالنسبة

 متغيرات 'ا" من أكثر فحص من أجار أطباق عل المستعمرات فحص طرق تمكن وعادة الآجار. طبق مثل صلبة

 المستعمرة، عن بعيداً للذوبان القابلة المنتجات تنتشر الحساسية: في محدودة تكون ما غالباً لكنها أيام، غضون في

 للذوبان القابلة غير المنتجات عل القائمة الفحص وطرق فقط. للغاية النشطة المتغيرات عن الكشف يتم وعليه

 ما. حد إلى محدوداً نطاقها يكون ولكن أعل، حساسية ذات عادة تكون

 منتج أو رائقة، منطقة يعطي الذي الإنزيمي التفاعل بعد المنتج إذابة عل الصلبة المرحلة فحص ويعتمد

 الامتصاص قوي منتج أو الهيدروجيني الرقم مؤشر بواسطة ملاحظته يتم الهيدروجيني الرقم في تغير أو مستشع،

 إنزيم نشاط لتعيين كمثال السريع الأمر السريع/ والأزرق أسيتات ألفا-نافثيل أو الإكس-جال مثل لوني( )مولد

].٧٢ ،٧[ الاستيريز

 منتجه رصد يمكن والذي ثان لإنزيم دمجها يمكن أو مباشرة الإنزيم منتج عن الفحص طريقة تكشف وقد

 طريقة كانت وإذا].٧٣[ الفجل بيروكسيديز معP450 للسيتوكروم الناجح بالدمج موضح هو كي] بسهولة، بدوره

 يتم حيث مرشح، غشاء إلى مستعمرة من الخلايا من جزء نقل يتم فإنه الخلايا، تحلل تتطلب أو سامة الفحص

 كمي وتقييم أعل إنتاجية لتحقيق متزايد بشكل الرقمي التصوير توظيف تم الأخيرة، الأعوام في].٧٤[ الفحص

].٠٧٥٧٦ ،٧٣1 أعل للإشارة

 ثلاثي باستخدام الأطباق، عل الإنتاجية عالية بصورة للدهون المحلل النشاط فحص الممكن من يزال لا

 عالية فحص طريقة تطوير مؤخراً تم فقد ذلك، من وبدلا هالة. تشكيل خلال من البوتيرين-أجار وثلاثي الأولين

].٧٧[ الكومارين استرات استخدام طريق عن وريمون بابياك بواسطة الصلبة المرحلة في الإنتاجية

Screening ( الفحص(٤,٣,٢

 المستنسخات زراعة يجب ولذلك الصلبة. المرحلة صورة في الفحص طرق من الكثير تطبيق يمكن لا

 طرق من أكبر بصورة الوقت من المزيد هذه الفحص طرق وتستهلك المستوى. دقيقة الأطباق في وفحصها الفردية
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 الألي الروبوت استخدام طريق عن ملحوظة بصورة الإنتاجية زيادة يمكن فإنه ذلك، ومع الصلبة. المرحلة فحص

 الاختيار طرق من أكثر كبيرة بصورة المعلومات توفر الفحص طرق أن هي الرئيسة والميزة المستعمرة. اختيار وتقنية

 طرق تمكن ذلك، عل وعلاوة الحركية. بتعيين حتى وتسمح وكمية، مباشرة بصورة النشاط قياس يمكن حيث

 التي الرئيسة الخاصية الأحيان من كثير في تكون والتي لإنزيم، المتشابهات لانتقائية المباشر التحديد من الفحص

 الصناعية. الحيوية للمحفزات تحسين إلى تحتاج

Iydrolase Assays ( باهيدروليز الفحص (طرق٤,٣,٢,١

 وبصورة التفاعل، أوساط من متنوعة واسعة مجموعة باستخدام الاسترات تحليل نشاط تعيين يمكن

 لتوفير المصممة الطبيعية غير التفاعل )أوساط البدائل مع مقارنة المهمة "الحقيقية" المركبات باستخدام تفضيلية

 في النشاط فحص طرق كل إجراء يمكن فلا ذلك، ومع إنزيم(. بواسطة تحويلها عند للكشف قابلة مكثفة إشارة

 التطور في المستخدمة التطفير بروتوكولات من الناتجة الكبيرة المكتبات لفحص اللازمة الإنتاجية عالية صورة

 ثلاثي أو البوتيرين ثلاثي مستحلبات باستخدام الهيدروجيني الرقم حالة فحص طريقة هو بسيط ومثال الموجه.

 الأنشطة لتحديد انتشاراً الأكثر الطرق شك بالا هي والطيفية اللونية الفحص وطرق تفاعل. كأوساط الأولين

 الأكثر الطيفية اللونية/ والمولدات قياسه. يتم طيفي لوني/ مولد لتنتج إستر انقسام عل تنطوي وهي التحليلية.

 لاستخدام الرئيسة والعيوب الكومارين. أو والريزورفين، والفلوريسي، البارا-نيتروفينول، هي استخداماً

 نتائج إلى تؤدي أن يمكن وعليه الحقيقية، التفاعل أوساط عن تختلف أها هي هذه الاصطناعية التفاعل أوساط

 تجارياً. متوفرة غير تكون ما غالباً وأنها كاذبة، إيجابية

 عل "حقيقي" تفاعل كوسط مباشرة الخلات استخدام فيها يمكن والتي الفحص، طرق إحدى وتعتمد

 تحليل الاختبار هذا ويدمج ألمانيا(. دارمشتات، المحدودة، فارم آر-بيو )شركة تجارياً متاح خليك" حض "اختبار

 استخدام وعند].٧٨[ المتكافىNADH ال تشكيل إلى يؤدي الخلات عل يعتمد إنزيمي تتابع مع الخلات

 الإنزيم، متغير نفس باستخدام ولكن منفصلة تجارب في إس و أر، الفراغي التركيب ذات النقية الخلات متشاهات

 للإستيريز متغير لتعريف بنجاح الطريقة هذه استخدام يمكن وعليه المتشابهات. انتقائية بتعيين تسمح الطريقة فإن

].٧٩ -أول[٢ )إس(-بيوتين- تخليق في عالية متشاهات انتقائية ذو

 معظم أن هو والاستيريزات الليبيزات لإنزيات التحليل النشاط فحص طرق في المهمة العيوب وأحد

 الشديدة الحموضة درجة في القوي الذاتي التحلل ومخاطر المائية البيئات في الذوبان شحيحة تكون التفاعل أوساط

 الطيف. أو اللون مولدة التفاعل أوساط باستخدام المرتفعة الحرارة أو
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 البارا-نيتروفينل استرات استبدال تم أولا، المراجع. في إستراتيجيتين وصف تم المشكلة، هذه عل للتحايل

 التفاعل أوساط يجعل وهذا المناظر. جليسرول أسيل الداي أو المقابلة ميثيلين الأسيلوكي بإيثرات الكومارين أو

 التحلل متجنباً الطيف(، )أو اللون مولد من الإنزيمي للفصل المعرض الاستر فصل يتم حيث استقراراً، أكثر

 البارا- أو الكومارين أيون مع مقارنة المغادرة صعبة مجموعة تعدً الآن الكحول شاردة إن حيث الذاتي

 يتأكسد أو مباشرة كربوكسيل مجموعة منه ينزع المنفصل الكحول فإن الخاص، تركيبه عل واعتاداً نيتروفينوكسيد.

 ويتم].٨٢-٨٠1 اللون/الطيف مولد تحرير أجل منBsA با المحفز البيتا نزع إلى يتعرض ثم أيودات البر مع أولا

 في العيوب وتكمن].٨٣[ المتشاجات انتقائية ذات الإنزيات وتوصيف فحص عل أيضاً الطريقة هذه تطبيق

 من بدلاً النهاية نقطة عند القياسات إجراء فقط يمكن وأنه خصوصاً المصممة التفاعل أوساط لتخليق الحاجة

 الإيينفرين مع العكسية المعايرة سابقاً الموضحة للطريقة تعديل ويستخدم الإنزيم. لحركيات الكمي التعيين

.٢٨٥-٨٤ الإنزيمي[ الفصل عن الناتج الديول أكسدة في تستهلك التي الصوديوم لبرأيودات

 التحليل إلى استناداً المتشابهات لانتقائيةHS طريقة أول وكازلاوسكاس جينس وصف م،1٩٩٧ عام وفي

Qiek المساة فراغي، لحمض البارا-نيتروفينيل أسترات لمتشاهات المنفصل E.انتقائية الطريقة هذه في عينوا وقد 

 بروبانوات ؟-نيتروفينيل-ا-فينيل من النقي للمتشابه الأولية التحليل معدلات قياس طريق عنH المتشابهات

 من بكثير أصغر لكمية والحاجة القصير، القياس وقت هي والمزايا تتراديكانوات(. )الريزورفين مرجعي ومركب

 نقية، لمتشابهات الحاجة مثل العيوب بعض هناك وأيضاً العالية. المتشاهات انتقائية قياس وسهولة الهيدروليز،

 تطبيق تم وقد].٨٦[ اللون مولدة التفاعل لأوساط الاختبار استخدام فقط يمكن وأنه رائق، لمحلول والحاجة

Gick ال طريقة E٨٩-٨٧[ الهيدروليزات سلسلة في التفاعل وسط انتقائية اختبار في بنجاح.[

 أن ويمكن متشابه. كل تعيين قبل فصل لتقنية حاجة هناك فإن تفاعل، كوسط راسيات استخدام أجل من

 تم وقد المشعة. بالنظائر المعلمة التفاعل أوساط في الجزيئية للكتلة وفقاً يكون أو للفراغية وفقاً الفصل هذا يكون

 استخدامها أجل من الإنتاجية عالية طرق لتكون اللوني والفصل العالي الضغط ذي السائل اللوني الفصل تكييف

 البوسودوموناس ليبيز من طفرات مكتبة لفحص يومياً قياس٧٠' نحو إجراء تم الخطوة، وبذه].٩٠[

 واحد مركب مع(Ms) الكتلة طيف قياس ويستخدم بروبانول. -فينيل٢ أسترة في المتشاجات لانتقائية إيروجينوزا

 لمركب الحيوي التحويل في أو]٩1[ زائفة( )راسيات الحركية تحليلات في متشابهات زوج في المشعة بالنظائر معلم

 فراغية محددات تستخدم التي الموازية الشعرية الكهربية تكييف أيضاً تم وقد(.meso-compound) ضوئياً نشط غير

 في عينة٩٦ إلى يصل ما لمعالجة الكهربائي المحلول في زائف ثابت كطور السيكلوديكسترينات( المثال، سبيل )عل

].٩٢[ اليوم في فراغياً المشتقة الأمينات من عينة٧··· بتعيين يسمح مما نفسه، الوقت
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Oxidoreductase Assays ( بالأوكسيدوريداكتيز الفحص (طرق٤,٣,٢,٢

 الامتصاص قياس طريق عنNADPH ا نضوب أو تكوين وريداكتيز الأوكسيد فحص طرق معظم تتبع

 توخي يجب فإنه التفاعل، وسط بتحول مباشرة يرتبط المساعد العامل تركيز أن من الرغم وعل نانومتر.٣٤٠ عند

 يجعل مما للخلايا، الخام المتحلالات في تحدث التي الخلفية تفاعلات بواسطة النتائج تتأثر أ يمكن حيث الحذر،

 ضرورية. الأحيان من كثير في المطلوب الإنزيم تنقية

 ال إنتاج لدمج التفاعلات من تتابع بواسطة الدهيدروجينيزات نشاط يقاس عادة الدهيدروجينيزات

NADOPHتترازوليوم بلو نيترو مثل التترازوليوم صبغات ذلك عل الأمثلة ومن ملونة. مركبات تكوين مع 

(NBT.)ا فحص طريقة وصف تم وقد NBT/ميثوسلفات فينازين (PMs)الدهيدروجينيز نشاط عن للكشف 

 علل تطبيقها يمكن أنه ذلك من أهمية والأكثر والصلب السائل الطور في تعمل الفحص طريقة أن تبين وقد].٩٣[

 فحص "بطريقة يسمى ما وفي المساعد. العامل من المختزلة الصورة أخرى طريقة وتستخدم].٩٤[HTs ال

].٩٥[ الاستشعاع عالي منتج لتكوين قوية قلوية ظروف تحتNAnP ا) يتحلل القلوية"

 بتفاعل الهيدروجين أكسيد لفوق الإنزيمي الإنتاج دمج طريق عن المؤكسد النشاط تتبع ويمكن

 مع الهيدروجين أكسيد فوق وجود في المثال، سبيل عل ،HIRP ا إنزيم ويتفاعل(.RP) الفجل بيروكسيديز

].٩٦[ نانومتر٤٠٥ عند طيفياً تعيينه يمكن والذي للذوبان قابل أخضر منتج وينتجABTS ال مثل مركبات

.[٩٧] ABTs  ل كبدائل الأورثو-دايانيزيدين، مثل اللون، مولدة أخرى تفاعل أوساط استخدام ويمكن

 أوكسيديز الجلوكوز إنزيم تعبر التي نيجر جلس الأسبر من الموجه التطور مكتبات فحص تم حديث، مثال وفي

 بالأطباق فحص طريقة وزملاؤه شفانيبيرج طور فقد ذلك أجل ومن والحرارة. الحموضة لدرجة الثبات لتحسين

 الفيروسينيميثانول بواسطة الجلوكوز أكسدة فيها تظهر والتي الإنتاجية، متوسطة حفرة٩٦ ذات المستوى دقيقة

].٩٨ نانومتر[٦2 ه عند تسجيله يمكن والذي الشاحب، الأصفر إلى الأزرق من اللون في تغيرا المؤكسد

 تم وقد البيروكسيديز. نشاط لقياس مباشرة والأورثو-دايانيزيدينABTS ا استخدام أيضاً ويمكن

 الجواياكول فحص ويمثل].١٠٢-٩٩[ الأمثلة من عدد في الإنزيات مكتبات منHTS ال تطبيق إثبات وصف

 محسن البيروكسيديز إنزيم لفحص استخدامه تم الذي البيروكسيديز، نشاط لتعيين أخرى فحص طريقة

 وجود في الفينوكسي شق إلى اللون عديم فينول( -ميثوكي٢) الجواياكول يتأكسد].١٠٣[ ج السيتوكروم

 نانومتر.٤٧0 عند عنه الكشف ويمكن البني، جواياكول التترا إلى الشق ويتبلمر البيروكسيديز.

 المثال سبيل عل.P450 الهيم أوكسيجينيز أحادي مثل الأوكسيجينيز، لنشاط فحص طرق عدة نشر تم وقد

].١٠٦-١٠٤[ الموجه التطور تجارب من مجموعة في(p-NA) البارا-نيتروفينوكي نظير فحص طريقة استخدمت
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 بارا-نيرو اللون مولد العامل باستخدام المنتج عل يعتمد فحص نظام مؤخراً وزملاؤه شفانيبيرج نشر وقد

pNTP P450. وال BM3 (pNTP) لأوكسيجينيز أحادي كمثال الإيبوكسجينيز لإنزيم الموجه التطور في  فينولات ثيو

 عديم ومنتج الحلقة فتح إلى يؤدي مما للنواة، محب هجوم خلال من إيبوكسيد مع يتفاعل أصفر لون مولد هو

].١٠٧ اللون[

Hydroxynitrile Lyase Assays ( لييز نيريل باهيدروكسي الفحص (طرق٤,٣,٢,٣

 بواسطة النشاط تعيين يتم وعادة السيانوهيدرينات انشقاق(N) لييزات نيتريل الهيدروكسي إنزيات تحفز

٢٨٠ عند طيفياً الناتج البنزالديهايد تعيين ذلك بعد ويمكن الإنزيم. بواسطة المحفز المانديلونيتريل منHON ال انشقاق

 التفاعل أوساط عل تقتصر أنها إلا عالية، بإنتاجية تطبيقها يمكن هذه الفحص طريقة أن من الرغم وعل نانومتر.

 دهيدروجينيز الكحول إنزيم بواسطة البنزالدهايد تحويل هو النشاط عن للكشف الآخر والخيار العطرية. أو الأروماتية

 سيلار قبل من وصف كا المتحررHCN ا تعيين يمكن ذلك، عن وبديلاً].١٠٨ المتزايد[NADH ا تركيز وتعيين

 لجميع فحص طريقة اعتباره يمكن والتي ]،١١0[ كونيج وصفه الذي التفاعل أساس علل ]،١٠٩[ وزملاؤه

 ثم الكلوروسكسينيميد، بواسطة أولاCNً ا يتأكسد الطريقة هذه في معين. تفاعل وسط بأي التقيد دون الأغراض

 ملون مركب يتكون كونيج، تفاعل في وأخيراً الجلوتاكونيك. ألدهيدات إلى التحليل حدوث وبعد بالبيريدين، يرتبط

 هذه تطوير تم وقد اقتران. ككاشف الباربيتيوريك وحض أولي أمين وجود في نانومتر٥٨0 عند عنه الكشف يمكن

 نظرياً مفيدة الطريقة وتعدً].111[ الإنتاجية عالية للنظم المستوى دقيقة الأطباق في النشاط لقياسات مؤخراً الطريقة

 سيانوهدريني. تفاعل وسط أي تجاهHNLs ل المتشاجات وانتقائية النشاط عن للكشف

 التغلب ويمكن الماء. في الذوبان شحيحة أنها بسبب للاء الكارهة التفاعل أوساط حالة في قيود تحدث قد

 ليس العكارة زيادة فإن ثبت، وكا العربي. الصمغ مثل الاستحلاب عوامل استخدام طريق عن المشكلة هذه عل

 استخدام فقط يمكن الآن حتى أنه هو الآخر الرئيس والعيب للصبغة. الطيفي والتعيين التكوين عل تأثير لها

 لاستخدام حاجة هناك زالت ما الغرض ولهذا الحركية. لقياسات وليس النهاية نقطة عند للتعيين الفحص طريقة

 أعلاه. ذكر كي] المانديلونيتريل تحويل

 غاز يلامس عندما أزرقاً لوناً تنتج والتي ]،١12 أنجر[ فايل طريقة عل أخرى فحص طريقة مبدأً ويستند

 هو الأزرق والملح].1٣1[ رباعية وقاعدة(٣) النحاس أسيتوأسيتات إيثيل بخليط المشبع الترشيح ورقHCN ا

(.٢) النحاس أسيتوأسيتات وإيثيل الهيدروسيانيك حمض وجود في تتكون والتي الرباعية، للقاعدة أكسدة منتج

 التي للغشاء الملوثة المستعمرات فصل فيه يتم والذي ساندويتش، كتجميع نفسها الفحص طريقة إجراء تم وقد
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 نفاذ. نايلون نسيج بواسطة القمة في أنجر فايجل اختبار ورق من القاع، في التفاعل وسط محلول في تخضينها يتم

 مباشرة مميزة داكنة زرقاء بقعة إلى ويؤدي الكشف ورق إلىHcN ا غاز بوصول حصرياً التجميع هذا ويسمح

.HNL  ل المنتجة المستعمرة فوق

Examples ( أمثلة(٤,٤

Esterases, Lipases and Phospholipases ( والفوسفوليبيزات والليبيزات، (الاستيريزات،٤,٤,١

 من الكثير عل الاطلاع يمكن وعليه/(٦٥) هيدروليزات هي صناعياً المستخدمة الإنزيات غالبية إن

 الباسيلاس من الإستيريز لإنزيم متغير كان الأمثلة أول من وواحد المراجع. في المطورة للهيدروليزات الأمثلة

 الفورماميد ميثيل ثنائي١٥ في ضعف١٥٠ ب الأصلية السلالة من أكبر نشاط ذي(subpNBH) ساتليس

0MH، ا جع من والناتج epPCR.في اللوراكاربيف الحيوي المضاد حماية نزع في الإنزيم تطبيق ويمكن والخلط 

 في مئوية درجة ا٤ الإنزيم لنفس الحراري الثبات زيادة أيضاً تم كى].١١٤ ثانوي[ كمذيبDME ال وجود

].١١٥[ والتعديلepPCR ال من جولات ثانية

 بواسطة ،BsubpNBE ا عن أميني حمض باا فقط يختلف والذي ،Bs2 مماثل، إستيريز تطوير تم وقد

 -فينيل-ا-بيوتين-٢ خلات الرباعي الكحول تجاه المتشاجات انتقائية زيادة وأمكن مجموعتنا في الرشيد التصميم

=E E- بدرجة إس الصورة إلى آر الصورة تفضيل من المحولة الليناليل خلات وتجاه ،1٩  إلى أضعاف بستة -يل٢

-٣" -فينيل-٢ خلات تجاه جيدة متشاهات انتقائية(105A) الطفرة هذه أظهرت لاحقة، دراسة وفي].١١٦[٦

]١١٧[ ميثيل الترايفلورو نظير تجاه١٠٠<E وقيمة حجم(، )حجم/DMso/٢0 في(٥٤=E) بيوتين-ا-يل

 التفاعل وسطي من كل تجاه عالية مماثلة متشابهات انتقائية ،E188D أخرى، طفرة وأعطت(.٤,٣ رقم )الشكل

].١١٨ الأخرى[ الثلاثية الكحولات خلات من سلسلة عن فضلاً

 الفحص خلال وتم].١19[ المتشابهات انتقائية عكس من عشوائي مركز هج باستخدام أيضاً تمكنا وقد

 حوالىE وقيمة إس للصورة تفضيل ذات(E188W/M193C) مزدوجة طفرة تعريف سابقاً المذكورة خلات بطريقة

EI88w  الفردية الطفرات أن بالذكر الجدير ومن -أول.٣ -اين- فلورو-ا-فينيلبيوت-ا -ثلاثي١،1،١ تجاه٧٠

 أو إس الصورة لتشابه١٦-E فقط تظهر العشوائي، التطفير بواسطة عليها الحصول أيضاً يمكن التيM93c أو

 بالتطفير عليه الحصول المرجح من يكن لم والذي فقط، الجمع وأن التوالي، عل أر، للصورة منخفضة انتقائية

 التآزرية النتيجة هذه فإن وعليه المتشابهات. لانتقائية الجوهري العكس إلى أدى الذي هو "الطبيعي"، العشوائي

(.٤,٣ رقم )الشكل المركز الموجه التطور لاستخدام ممتازة حجة هي



١٩٧  ي
[117-119]

 مء"م
[120-122]

 ا.ل
[123, 127]

OH

 إ
[79]

 الصناعية الحيوية للمحفزات الموجه التطور

 المصممة. اللليبيزات أو الاستيريزات استخدام من الناتجة الفراغية للمركبات مختارة أمثلة(.٤,٣) رقم الشكل

 من ليبيز لإنزيم الموجه التطور ذكر تم أرنولد، مجموعة قبل من الأول المطور الاستيريز ذكر بعد قصير وبوقت

 لإستر الحركي التحليل في الأولية المتشابهات انتقائية وكانت وزملاؤه. ريتز قبل من وجينوزا إير البسودوموناس

E) ا-ميثيل-ديكانويك لحمض البارا-نيتروفينيل 0DAأربع وبعد إس(، الصورة حض تفضيل )مع =ا,ا 

 في الطفرات بين الجمع طريق عن الطفرات من المزيد إنتاج تم وقد.١١-E عل الحصول تمepPCR ال من جولات

 انتقائية أكثر متغير تعريف إلى أدى مما جولة، كل في المتغيرات أفضل لإنتاج حرجة أنها عل تعريفها تم التي المواضع

 وعلاوة.٣٢-E أظهر متغيراً منتجاً فعال، أنه الدنا خلط هج أثبت نفسه، وللتفاعل].١٢0[٢١-E للمتشاهات

 الناتجة الطفرات من اثنتين عل لستيار الشرائط متعدد الاندماجي التطفير من معدلة نسخة تطبيق تم ذلك، عل

 وقد ساخنة". "نقاط سابقاً المحددة المناطق نفسه الوقت في بالعشوائية سمح والذي التطفيري، الأحادي والشريط

 وبالإضافة =ه.E ذو انتقائية عامل مظهراً طفرات(، ستة ذو )إكس، المتشابهات انتقائية في الأكثر المتغير إلى هذا أدى

 تقع أنه للاهتام، المثير ومن].١٢١([٣0=m أر) للصورة جيدة انتقائية ذات متغيرات تعريف أيضاً أمكن ذلك، إلى

 نظرية، دراسة وبعد بعيدة. تكون الأخرى الاستبدالات جميع أن حين في النشط، الموقع جانب إلى فقط واحدة طفرة

M8) المزدوجة الطفرة وأعطت جديدة متغيرات 'ا تحضير تم (S53P/162Gانتقائية تظهر أن المفترض من كان التي 

(.٤,٣ رقم )الشكل]١٢٢./[20 يقدر تحويل عند٦٤-E قيمة عالية متشابهات

 طفرات باستخدام الثانوية الكحولات لإسترات الراسمية المخاليط لتحليل المحاولات ذكر أيضاً تم وقد

 القولون إيشيريشيا المطفرة السلالة مجموعتنا استخدمت وقد(.PFE-9 فلوريسينس البسودوموناس من الاستيريز

xL-1،نفس تطوير أيضاً تم وقد].١2٣[ بيوتيرات ميثيل-ا-فينيل تحليل في متشابهات تفضيل لتطوير أمر 

 المهمة البناء لوحدة للمتشابهات الانتقائي التحليل في لتطبيقه الخلات فحص وطريقةepPCR ا بواسطة الإنزيم

epPCR  ال من فقط واحدة دورة كانت وهنا].٧٩[7٩٩ )زت(< تماثل زيادة مع -أول٢ -بيوتاين-٣ )إس(- جداً

 التحليل بدون أعل متشاهات انتقائية أظهرت والتي النقطة ثلاثية طفرات عل يحتوي متغير عل للحصول لازمة

 وكان الطفرة. وذوبان التفاعل، ومعدل المتشابهات، انتقائية عل طفرة كل تأثير دراسة تم لاحق، وقب وفي الزائد،

 )سلبي( كبير تأثير لها يكون أن أيضاً يمكن النشط الموقع من القريبة الطفرات أن العمل هذا من النهائي الاستنتاج

 البروتين. هندسة مجال في الاهتام من المزيد يتلقى أن ينبغي والذي البروتين، طي عل



١٩٨ اقتصادي ونجاح مستدام نمو الصناعية: الحيوية التقنية

 العضوية الكيمياء في استخداماً الحيوية المحفزات أكثر أحد(CAL-B) أنتاركتيكا الكانديدا من الليبيزب يعد

 وعند الرشيد. بالتطفير حرارياً الثابتة المتغيرات من مزيد عل الحصول الممكن من يكن لم ذلك، ومع].١٢٤[

 أكثر كانت والتي ،epPCR بال التطفير من جولتين بعد متغيرات عل الحصول تم الموجه، التطور منهج استخدام

 حاسمين كانا٢٨١ و٢٢١ الموضعين أن وجد وقد الأصلية. السلالة من مئوية درجة٧٠ عند ضعف٢٠ ثباتاً

 البارا- ضد نشاطاً أكثر أها أيضاً ثبت والتي المحسنة، المتغيرات لهذه البروتين وتجميع العكسي غير التثبيط لمنع

.٢١٢٥ أوكتانوات[ ايل أمبيليفير فلورو-&-ميثيل -داي٨،٦ وال بيوتيرات نيتروفينيل

CBs CAL-B الهيفوزايا جنس من الليبيز جينات مع به الخاص الجين خلط بواسطة  ال تصميم تم وقد

ATCC تسوكوباينسيس يتوكوكاس والكر648.91  نشاط في زيادة ذو الليبيزب لإنزيم متغير خلق أجل من24555

 لإعداد لتحضير فراغية تحليق وحدة يعطي والذي جلوتارات، كلوروفينيل( -داي٤،٣-)٣ إيثيل- الداي تحليل

.٢١٢٦ مزدوج[NK1/NK2 مقاوم

 متشابه انتقائية تجاهKW-56 سيباسيا البوركولديريا من الليبيز لإنزيم المتشابهات انتقائية تطوير تم وقد

 وفحص لتركيب جديدة تقنية باستخدام بيوتريك ا-فينيل لحمض البارا-نيتروفينيل إستر تحليل في أر الصورة

 ترجمة تعبير/ بنظام متبوعاً البلمرة تسلسل تفاعل بواسطة واحد دنا جزيء تضخيم بواسطة البروتينات مكتبة

 ثم (،٢٦٦ وإل ،١٦٧ إ٠١١٩ إف ،١٧ )إ مواضع أربعة تشبع طريق عن المكتبة إنشاء تم وقد المختبر. في مزدوج

 الجزيئات هذه تضخيم تم وقد الدقيق. المستوى طبق في حفرة لكل دنا جزيئات خمسة فقط يوجد حتى التخفيف

 يحمل الجين من جزء كل إن حيث المختبر، في وتعبيره البلمرة تسلسل تفاعل من ناتج واحد جزيء باستخدام

 الدنا النووي الحمض تخفيف أخرى مرة ويتم.17 ا ومنهي الريوسوم، ارتباط وموضع ،17 ا- بادئ بالفعل

 ويعاد تضخيمه، يعاد ثم حفرة، لكل واحد جزي ليعطي المطلوبة المتشابهات انتقائية تظهر التي للحفر الموافق

 السلالة أظهرت حين في أر، الصورة متشابه تجاه٣٨-E انتقائية عامل متغير أفضل أظهر وقد فحصه.

(.٤,٣ رقم الشكل]١٢٧ المضادة[ الصورة لتشابه٣٣=E الأصلية

 جوهرية بصورة مميز غير كنشاط الليبيزات من الكثير في بالفعل الموجود الفسفوليبيزأا إنزيم نشاط تحسين تم

 عل الحصول تم جولات، أربع بعد ى.PCR الى من متعاقبة جولات بواسطة أورياس الستافيلوكوكاس ليبيز في

 من هائية جولة إجراء تم وقد الليبيز. الفسفوليبيز/ نشاط نسبة في ضعف٦,٩ و٥,9 تقدر زيادة يظهران منتجين،

 المحايدة الطفرات عل وللقضاء المفيدة الطفرات لدمج الأصلية والسلالة المنتجين لهذين الليبيز إنزيم من الدنا خلط

١١,٦ تقدرب زيادة ويظهر الأمينية الأماض في طفرات ستة عل يحتوي متغيراً الطريقة هذه أعطت وقد الضارة. أو

 البداية نقطة مع مقارنة الليبيز الفسفوليبيز/ نسبة في ضعف تقدره,اا وزيادة المطلق الفسفوليبيز نشاط في ضعف



١٩٩  الصناعية الحيوية للمحفزات الموجه التطور

 ا٧ تقدر الفسفوليبيز/الليبيز نسبة في زيادة عنePCR ا من واحدة جولة أسفرت مماثلة، وبطريقة].١2٨[

].١٢٩[ ثيرموكاتينولاتوس الباسيلاس من والقلوية للحرارة المحب الليبز لإنزيم ضعف

 توضيحه تم كا الموقع، موجه التطفير طريق عن الليبيز لإنزيات السلسلة طول انتقائية تغيير ويمكن

 عن أيضاً ولكن ]،1٣0[ ديليار( ريزوباس )سابقاً أورايزي وباس الريز من الليبيز لإنزيم وهاس يورجار بواسطة

 خلايا خارج المفرز الليبيز لإنزيم جديدة إنزيمية متغيرات عزل محاولة خلال].٦0[ الموجه التطور طريق

 تسعة بتوزيع وزملاؤه دانييلسن قام وقد المنظفات، وجود ي محسن نشاط ذات لأنوجينوزا الثيرمومايسيس

 السبعة المتغيرات من ستة فيS83T طفرة وجدت وقد المرن. الألفا غطاء تربطان منطقتين في عشوائياً أمينية أماض

 المتثل. أورايزي الريزوباس في السلسلة طول تفضيل تغير أنها ثبت والتي نشاطاً، الأكثر

Nitrlase ( (النيتريليز٤,٤,٢

-٤ )أر(- لحمض الصناعي الإنتاج في استخدامه يمكن كبيرة بصورة محسناً نيتريليز إنزيم عل الحصول تم

 بواسطة )الليبيتور(، للأتورفاستاتين مهم وسيط مركب وهو ,&(،٤ رقم )الشكل بيوتريك -هيدروكسي٣ سيانو-

 ديفيرسا شركة قبل من تطويرها تم التي(GssM) الجين لوقع التشبعي التطفير طريقة باستخدام التطوري التصميم

 المخلقة١٩ ا الأمينية الأماض من واحد مع البروتين في أميني حمض كل استبدال يتمGSSM الى في].١٣١[

 لكل الشفرة متغيرات٦٤ أو٣٢ إما تشمل بادئ مجموعة مع الجيني المستوى عل هذا ويتم].١٣٣٠١٣٢[ للبروتين

 متغيرات كافة إلى المنحاز غير بالوصولGss ا« تسمح وهكذا، الأصل. للإنزيم طرفية أميني حمض مجموعة

 وجود وعدم العالية تكلفتها بسبب الأكاديمية المختبرات معظم عل الطريقة هذه تنطبق لا قد ذلك، ومع الشفرة.

-٣ ال من التناظر نزع أو إلغاء الأصلي النيتريليز حفز المثال، هذا في المتطورة. الإنتاجية عالي الفحص معدات

 ولكن مولار. ملي ··ا تفاعل وسط تركيز عند7.٩٥ )زت( تماثل زيادة منتج مع النيريل جلوتارايل هيدروكسي

/٨٧,٦ يقدر مرض غير متشابه فائض وجود لوحظ فقد مولار،٣ بالصناعة ارتباطاً الأكثر التركيز استخدام عند

 مع أميني حض٣٣٠ ذي الأصل للإنزيم واحد أميني حض متغير كل إلى تصل مكتبة إنشاء تم فقد لذا تماثل. زيادة

 الإنتاج عالية فحص طريقة في مرات ثلاث عينات أخذ زيادة مع فحصها وتم ،١0٥٢٨ يقدر نظري متغيرات عدد

 المشعة. النيتروجين بنظائر والمعلم الطبيعي الفراغي التفاعل وسط من مزيج باستخدام الكتلة طيف قياس عل اعتاداً

 إنتاجية من ومكن ممتازة متشاهات انتقائية أظهر والذي(109H) واحدة طفرة ذي متغير تعريف إلى ذلك أدى وقد

 الجينات تعديل أوepPCR ا باستخدام جداً مستبعداً هذا وكان الواحد. اليوم في جم/لتر٦١٩ ب تقدر حجمية

 الشفرة. ثلاثيات في قاعدتين تبادل تتطلب الهيستيدين إلى الألانين طفرة لأن وذلك



 اقتصادي ونجاح مستدام نمو الصناعية: الحيوية التقنية٢٠٠

٠٠ OHOH (S)-Nitrilase (R)-Nitrilase OHHoocأ،c Nc !؟ cooH /أNc عل ء(
 المطورة. النيريليزات باستخدام الفراغي جلوتارونيريل -هيدروكسي٣ ا من التناظر نزع(.4,٤) رقم الشكل

Halohydrin Dehalogenase ( دهالوجينيز الهالوهيدرين(٤,٤,٣

 راديباكتر الأجروباكتريوم من(Dn ديهالوجينيز الهالوهيدرين لإنزيم الحفزية الوظيفة تحسين تم

-٣ -سيانو-٤ إيثيل)أر(- عل للحصول وزملاؤه فوكس أدخله والذي ،ProsAR بالى المدفوع التطور بواسطة

].٥٠[(٤,٥ رقم )الشكل )ليبيتور( الأتورفاستاتين تخليق في أيضاً تشارك والتي بيوتيرات، هيدروكسي

 السلالة مع مقارنة السيانيد( مجموعة )إدخال الأسينة في حجمية إنتاجية ضعف٤٠0٠ الجديد للإنزيم وكان

 وظيفة تحسين أجل من المعملية والطرق النظري الاعتبار بين الجمع كفاءة أيضاً المثال هذا ويوضح الأصلية.

 الحيوي. المحفز

OH OH O

>٨ بلا
Lipitor

(atorvastatin)
١٧

OH O HHDH variant OH O
Ho- رe اللo ر({ ج H7٥ م Ncعللل 

F

 عل الأفضل المتغيرة احتوت(.nm) دهالوجينيز الهالوهيدرين باستخدام لليبيتور رئيس مرادف تخليق(.٤ )ه, رقم الشكل

 طفرة.٣٥

P450 Monooxygenase P450 ( (المونوأوكسيجينيز٤,٤,٤

 تنطوي التي الكثيرة التقنيات أدت وقد الصناعة في جداً مهم إنزيم هو مونوأوكسيجينيزP450 السيتوكروم

P450 ( المونوأوكسيجينيز لإنزيم طبيعي انصهار بروتين ميجاتيريوم، الباسيلاس من P450 BM-3  ا تطفير عل

 الأدوية، )تطوير صناعياً مهمة مميزات ذات الحيوية المحفزات من متنوعة مجموعة إلى الريداكتيز( وببتيدات

 وونج قبل من الموجه التطور استخدام تم المثال سبيل فعل الحيوي(. والتحفيز الحيوي، التحلل وعمليات

P450 للسيتوكروم التحفيز نشاط لزيادة وزملاؤه BM-3طفرة الأولي الإنزيم وكان الثانوية. العضوية المذيبات في 

epPCR P450، ا باستخدام الطفرات عل الحصول وتم].١0 [ه مرتفع نشاط ذات BM-3 F87A ،  سابقاً معزولة

 العضوي المذيب وبدون مع حفرة٩٦ ذات أطباق في التحفيزي نشاطها فحص وتم التشبعي بالتطفير متبوعاً

 في المعزولة ،F87A5F5 الطفرة وأظهرت(.TH) فيوران هيدرو ورباعي0DMs0) سلفوكسيد ميثيل الداي الثانوي

/.٢ في أضعافDMso١٠/١0 في ضعف ,ه٥) النوعي النشاط في زيادة العشوائي، التطفير من الثانية الجولة
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TIF.)5 الطفرة وأعطتF5، ستة من يقرب ما ألانين، الفينيل إلى عكسيا٨٧ً الموضع في الألانين تطفير تم حيث 

DMso في النوعي النشاط في أعل أضعاف THE في ضعف٣,٤ ب تقدر زيادة فقط ولكن ،7٢٥  تم وقد.72

 ميثيل داي الأسيتونيتريل، الأسيتون، بالماء: للامتزاج قابلة ثانوية مذيبات في للطفرات النوعية الأنشطة تعيين أيضاً

 لك الملاحظة بالتحسينات للمقارنة قابلة وبصورة النشاط زاد الحالات جيع وفي والإيثانول. (،DM فورماميد

.THF DMSO وال

Aldolases ( (الألدوليزات٤٤,٥

 الكربون-الكربون رابطة بتكوين تسمح والتي المراجع، في الألدوليزات من واسعة مجموعة وصف تم

 والبيروفات، ،0DHAP) فوسفات أسيتون هيدروكسي داي المثال، سبيل )على مانح وجزيء ألدهيد بين

 واحدة. تفاعل خطوة في نجسيميين مركزين إلى يصل ما تخلق وعليه ذلك( إلى وما بيروفات، والفسفوإينول

 مجالات فإن ذلك، ومع].١٣٥ ،١٣٤[ العضوي للتخليق جداً جذابة الحيوية المحفزات هذه يجعل وهذا

 على الألدوليزات لتطبيق الرئيسة العقبات تمثل التخليق ظروف ظل في الإنزيم وتثبيط الضيقة التفاعل وسط

 الكبير. المستوى

 جداً أنيقة طريقة تطوير تم وقد الموجه. التطور بواسطة القيود هذه على التغلب يمكن أخرى، ومرة

 فيها حفز والتي]١٣٦[ وونج مجموعة قبل من مبدئياً لليبيتور رئيس وسيط لمركب بالألدوليز المحفز للتخليق

 بي المتشابهات انتقائية عالي ألدول تاندوم تفاعل ألدوليز( -ديؤكي-دي-ريبوز-ه-فوسفات٣)DERA ا

(.٤,٦ رقم )الشكل الأسيتالدهيد مكافئات من واثنين وأسيتالدهيد الكلور

 مع تعاون في التفاعل تحسين وتم الأسيتالديد وجود في الكافي للاستقرار يفتقر الإنزيم فإن ذلك، ومع

 مكتبات في استقراراً أكثر متغيرات بتعريف قاموا وقد.DsM الى في باحثين قبل ومن]١٣٨[ ديفيرسا شركة

 نحسين إلى الوصول تم المتغيرات، أفضل دمج وعند إنتاجية. وأحسن استقرار لأفضل الفحص بواسطة الطفرات

 داخل اختيار طريقة أيضاً وونج مجموعة وصفت وقد].١٣٧[ صناعياً المهمة الظروف تحت أضعاف بعشرة يقدر

(RhaD)  ألدوليز -فوسفات إل-رامنولوز-ا إنزيم من بدءاً ألدوليز إل-رامنولوز لإنزيم الموجه للتطور الخلية

،epPCR aD طR الى من مشتقة مكتبة من المطلوب [ ا إنزيم متغير تعريف من الطريقة هذه مكنت وقد].١٣٩

 للغاية المكلفDAP ا المناظر من بدلاً أسيتون هيدروكسي الداي قبلت الأصل الإنزيم من النقيض عل والتي

-٦ -ديؤكي-٣ -كيتو-٢ )دي-KDPG ا ألدوليز تحسين أمكن أيضاً، كانح. فسفرته في المستقر وغير

 طريق عن التجسيمية وانتقائيته التفاعل، لوسط وتخصصيته التحفيزي، بنشاطه يتعلق فيا فوسفوجلوكونات(
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،epPCR (DPGal) ال من لمزيج  الجالاكتوز مشتقات يستخدم مرتبط إنزيم تعريض تم وقد].١٤٠ الموجه[ التطور

 مسار منتج تخليق في ضعف٦٠ ب محسنة تحفيزية كفاءة ذو متغير عن أسفر مما الموقع، موجه والتطفير الدنا وخلط

].١٤١ الشيكيات[

 في الموجه التطور بواسطة المحسنة الألدوليزات عل الأخرى الأمثلة من واسعة مجموعة عل العثور ويمكن

].١٤٤-١٤٢[ الحديثة المراجع من عدد

oo
٥ 'ل

DERA OH Oلم-ه 
(S)

DERA
o

OH لا OH O
 لإم-ه

(S) (R)

،0:. + أ Lipitor

(atorvastatin)ء 

 تانوم تفاعل في(ERA ألدوليز -ديؤكي-دي-ريبوز-ه-فوسفات٢ باستخدام لليبيتور رئيس مرادف تخليق(.٤,٦) رقم الشكل

].١٣٧[ بادئة كمواد الأسيتالدهيد مكافئات من واثنين الكلوروأسيتالدهيد مع ألدول

Conclusions ( (الاستنتاجات٤,٥

 البروتينات، لهندسة مرة لأول الموجه التطور ذكر من سنوات بضع بعد فقط التقنية، هذه برزت لقد

 في تطبيقها الطريقة هذه وجدت ما وسرعان الإنزيات. خصائص وتعديل لتصميم جدا قوية أداة باعتبارها

 تم فقد ذلك، عل وبناة الحيوي. التحفيز في مفيدة العظمى الغالبية كون مع البروتينات، من واسعة مجموعة

 أساليب وكذلك جداً متوازنة طفرات مكتبات لخلق الجزيئية البيولوجيا أدوات من متنوعة مجموعة تطوير

 الزمن من عقد غضون وفي جدوى. وأكثر أسهل الموجه التطور تطبيق لجعل مناسبة الإنتاجية عالية فحص

 تصميم مع أو تكميلياً استخدامها يمكن وعليه البروتينات هندسة في قياسية كطريقة الموجه التطور برز فقط،

 الكيميائية الانتقائية تظهر والتي الصناعي للتطبيق القابلة الحيوية المحفزات عل الطلب لتلبية الرشيد البروتين

 العالية، التفاعل وسط تركيزات المثال، سبيل )على العملية ظروف تحمل عن فضلاً والتجسيمية، والفراغية

 بالفعل الطريقة هذه وجدت فقد ذلك، على وعلاوة المدى(. طويل والثبات الحرارة، ودرجات والمذيبات،

 في ملخص هو وكا المختارة التفصيلية للأمثلة أعلاه ذكر تم كا الصناعية، التطبيقات مختلف إلى طريقها

(.٤,١ رقم) الجدول
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