
 عشر الثاني الفصل

 صياغته المعاد أ ن. د. تكنولوجيا
Recombinant DNA Technology

 الجزيئية الوراثة مولد العشرين القرن خمسينيات من الثانى النصف شهد
DNA Double Helix Molecular المزدوج الحلزون نموذج إعلان مع Genetics

Watson وكريك واتسون أعلنه الذى and Crickتركيب لتفسير١٩٥٣ عام 
 الوراثية العوامل تكمن حيث الوراثة، مادة أنه اعتبار على أ ن. د. جزى

 الموجودة النيتروجينية القواعد تتابع فى للكائن المختلفة الصفات عن المسئولة
 الستينات فى متلاحقة تطورات ذلك أعقب النواة. فى أ ن. شريطد. على

 والتركيب أ ن. جزىد. وتناسخ تضاعف لعملية الجزيئ الأساس على للتعرف
 الجينى التعبير معدل على المسيطرة والبيوكيماوية الوراثية والنظم للجين الدقيق

Operon الأوبرون نظم مثل System.السبعينات منذ البحوث مراكز واستمرت 
 ياتى يوم كل أصبح بحيث المجال هذا فى البحوث نتائج نشر فى الأن وحتى
 بجديد.
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 لليوم الجزيتية البيولوجيا

 صياغته: المعاد الجين تكنولوجيا
Recombinant DNA Technology :

Recombinant ميلاد السبعينات منتصف شهد DNA Technologyأو 
Gene الجين تقنية Technology.العناصر لبعض مختصر شرح يلى وفيما 

 التقنية. هذة فى المستخدمة الرئيسية

:Restriction Endonucleases  المحددة القطع انزيمات
 الانزيمات تلك وهىEndonucleases الداخلى القطع انزيمات بعض توجد

 الداخلية القواعد أزواج من محددة تتابعات عند أ ن. د. جزى بقطع تقوم التى

Recognation التعرف تابعات عليها يطلق Sequncesموقع بداخلها يوجد والتى 

.Cleavage Site  القطع بموقع يعرف معين

 المعاد أ ن. د. بحوث فى الرئيسية الأداة الداخلى القطع إنزيمات وتعتبر
Recombinant صياغته DNA.الأصل فى الانزيمات هذه تسمية جاعت وقد 

Restriction المحددة بالانزيمات Enzymesبكتيرية خلية فى وجودها لأن نتيجة 
 بقطع الداخلى القطع انزيمات تقوم بها. البكتريوفاج نمو يمنع أو يحد معينة

 من العكس وعلى محدد. متخصص نوعى تتابع عند صغيرة قطع الى أ ن. د.
 عشوائياً قطعاً تحدث التى الفيزيائية أو الكيماوية أو الانزيمية التفاعلات معظم

٢٠٠ حوالى عددها يبلغ والتى المحددة الإنزيمات هذه فإن أ ن. د. جزى فى
 القواعد من أزواج٦-٤ من مكونة قصيرة نوعية تتابعات على تتعرف انزيم

(.١-١٢) الشكل فى كما فيها نوعى كسر وتحدث
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 للجينوم الجريبة البيولوجيا

 أميع، ±ت
٠ «=a85ذقخR :

 تطع
Hind Ill

5٩4 ا4٦RS «م;
,5 و

 لطع

 قطع إنزيمات ثلاثة بواسطة منها كل على التعرف يتم التى أ ن د فى النيوكلتيدات تتابعات(:١-١٢) الشكل
 القواعد من أزواج ستة من عادة التتابع يتكون و الإستخدام شائعة محددة

 مصاحبة مجموعة البكتيرية الخلية فى الانزيمات هذه جانب إلى ويوجد
 إلى ميثيل مجموعات باضافة تقوم التىDNAmethylases الميلة انزيمات من

 انزيمات فتقوم تفاعل كمادة يستخدم أن من تحمية حتى البكتيرى أ ن. جزىد.
 انزيمات فإن ذلك وعلى ذاتيا. وهضمة بتكسيرة البكتريا لنفس المحددة القطع
 فى المحددة القطع لانزيمات دائماً ملازمة تكون الموقع النوعية أ ن. د. ميلة

 هذه منها تستخلص التى البكتريا نوع حسب القطع انزيمات تسمى البكتريا.
(.١-١٢) الجدول فى كما الانزيمات
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 لليوم الجزيئية .البيولوجيا

 النوعية والتتابعات الداخلى القطع محددة الانزيمات بعض(:١-١2) الجدول
 )ا(. منها لكل القطع وموقع عليها تتعرف التى

١ التتا لمميز البكتيرى المصدر  بع الإنزيم
Bacilhs amyloliquefaciens H. G1 GATCC Bam HI

CCTAGfG
Bacillus gtobigi A1 GATCT Bg 1II

TCTAG1 A
E. coli RY13 GL AATTC Eco RI

CTTAATG
E. coli R245 CCTGGل Eco RII

GGACCf
Haemophillus influenzae Rd A! AGCTT Hind III

TTCGA٢ A
Heamophillus hRemolyricus GCGLC Hha I

C٢GCG
Haenophilus parailnenzd CTT [ AAC Hpa I

CAA1TTG
Microcoleus strtin CCLTNAGG Mst II

GGANT 1CC
Prowitencia stuarl ]64 CTGCALG Past I

GT ACGTC
Thermus aauaricus YT} T[ CGA Taو I

AGC1 T
 الأربعة. النيوكليتدات من نوع أى=٩•

Bco انزيم فمثلا RIالقولون بكتريا من يستخلص E. coli.تكون وهكذا 
 البكتيرى الجنس فى حرف أول من مشتقة الأنزيم اسم من حروف ثلاث أول

 يتبع وقد (،co) البكتيرى النوع فى الأولين والحرفين(E) منه يستخلص الذى
(1) لاتينى ورقم(R) الاستخلاص فى استخدمت التى النوعية السلالة اسم ذلك

 أزواج من نوعى تتابع على انزيم كل يتعرف الانزيم. اكتشاف أسبقية يحدد
 كسرا ويحدث القواعد. أزواج من-٤ من مكونا أ ن. د. جزى فى القواعد
 لكل القواعد بين القطع مكان(١-١٢) الجدول فى الأسهم [وتبين به محددا
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 لليفوهم الجزيئية البيولوجيا

blunt السلسلة مزدوجة نهايات القطع عن ينتج وقد انزيم] endsحالة فى كما 
Hpa) انزيم I)السلسلة وحيدة نهايات أو sticky ends)انزيم حالة فى كما )لزجه 

Bam HIالتالى الشكل فى كما :
-G GATCC-BamHI-G! GATCC- CCTAGfG+ CCTAG+ G-

 لزجة نهاية
- GTTlAAC Hpal -GTT + AAC-
- CAATTTG-+CAA TTG-

. مزدوجة نهاية

 اللزجة النهايات وتعد الانزيم. يستخدمها التى الميكانيكية إلى ذلك ويرجع
 )الشكل صياغته معاد هجينى أ ن. د. جزى تكوين فى كبيرة عملية فائدة ذات

،Sticky Ends  لزجة فردية نهايات على الحصول عدم حالة فى يمكن(٢-١٢
Teminal انزيم استخدام Transferaseالقطع نهاية فى فردى ذيل على للحصول 
 عديد من ذيل لانتاجdATP نيوكلتيدات من معين عدد وجود وفى المحددة
Poy الادينين A Tailعلى(3)' النهاية على نيوكلتيدة( ا٠٠ حوالى )طوله 

Poly الثايمين عديد من ذيل إلى اضافته يمكن بينما البلازميد د.ن.أ Tبنفس 
 التقاء ذلك بعد ويتم البلازميد. إلى اضافته المرغوب أ ن. د. نهاية على الطول
Base القواعد تزاوج بخاصية المتكاملة الذيول عند القطع Pairingبينها ويتكون 

Polymerase [  انزيمات بمساعدة الالتحام عملية وتستكمل هيدروجينية روابط
 النيوكلتيدات أن افترضنا وإذا(.٢-١٢ الشكل )أنظر الذكر سبق كماLigase و

 حساب الممكن من فإنه أ ن. د. من ما جزى فى عشوائى بتتابع موزعة تكون
 أنه إذ أ. د،ن. من معين طول فى معين انزيم يحدثه الذى القطع تكرار معدل
,T) احتمالات:٤ هناك يكون أ ن. د. جزى فى موقع لكل G, C, A)ذلك وعلى 

 )فى قطع سيحدث القواعد من أزواج ؟ على يتعرف الذى القطع انزيم فإن
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 للجينوم بسبة الجز البيولوجيا

 يتعرف الذى الانزيم أن حين فى"(٤) القواعد من زوج٢٥٦ كل مرة المتوسط(
'(.٤) نيوكلتيدى زوج٤٠٩٦ كل بالقطع سيقوم القواعد من أزواج1 على

 يلآ.ة«
 المد جيييسسسسد

 عن ناتجة كرموسوميا شظية
 الستضدم الإنزيم بنفس القطع

 و
 اللحام انزيم

 مهاد بلازميد
 بإدخال صياغه

 شظيرمسومية

 قطع إلتحام من المحددة القطع إنزيمات أنواع بعض من الناتجة اللزجة النهايات تمكن(:٢-١٢) الشكل
 تكوين يمكنها الكيفية بهذه المتصلة أ ن د شظايا المكملة. القواعد تزاوج قانون حسب ببعضها أ ن د من

 أ ن د بإضافة صياغته معاد بلازميد الشكل في ويبدو الليجيز إنزيم بمساعدة قوية تساهمية روابط
 إليه كروموسومى

 مختلفة خطية مواقع على ستحتوى أ ن. د. من ما قطعة فإن لذلك ونتيجة
 المحدد القطع خرائط رسم يمكن وبالتالى المختلفة للأنزيمات ومميزة

Restriction Maps.جميع نهايات فإن معين قطع بأنزيم أ ن. د. هضم وعند 
 القطع عزل ويمكن النيوكلتيدى التتابع نفس على محتوية ستكون الناتجة القطع

 كماAgarose الاجاروز جيل باستخدام الكهربى التفريد تقنية باستخدام الناتجة
 أحد تعتبر كماCloning الكلونة فى اساسية الخطوة هذه وتعد بعد. سياتى

 لهذه الصحيح بالاستخدام ويمكن الانزيمات. لهذه الرئيسية الاستخدامات
 من نسبيا قصيرة شظايا على الحصول المناسب الأنزيم واختيار الانزيمات

 غير الشظايا بقية عن الشظية هذه فصل ويمكن معين جين على تحتوى أ ن. د.

 الكهربى· التفريد بطريقة المرغوبة
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 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

 توجد المحدد القطع انزيمات من المجموعة هذه إلى بالإضافة
 ويلخص الوراثية، الهندسة مجال فى رئيسية بأدوار تقوم انزيمات عدة

 صياغته المعاد أ ن. بحوثد. فى الانزيمات هذه (دور٢-١٢) الجدول
.Recombinant DNA

 صياغته المعاد أ ن د بحوث في الهامة الأنزيمات بعض(١٢-٢) الجدول

 الانزيم التفاعل الأساسى الدور
5-P04  مجاميع من التخلص ا من الفوسفات مجموعة نزع ا فاتيز الفو ا-أنزيم

 لمنع بالكينيز التعليم قبل أأو ر.ن. من5' النهايةAlkaline القاعدى
-self دن.أ ligation  الذاتي الالتحام
 جز فى مضطرد تقصير ا5 إ3 النهايتين من كل تحليل

phophatase

BAL 3 nuclease ا -٢

 أ دن. جزىد.ن.أ فى
 أ د.ن. جزيئات /توصيل بين الربط فى أ/يساعد د.ن. لحام أنزيم-٣

DNA أ ن. د. جزيئات ببعضها ligase

 السلسلة المزدوج دن.أ ابناء السلسلة مزدوج دن.أ بناء
-» للرجة رة ايج السسنسنة أحادى ا دان من

 الترجمة-وعمل تغرة ينتج المناسبة الطروف تحت
 فائقة التابعات لمواقع خريطة ا فى السلسلة وحيدة فطع

DNA PolI -٤

DNase I -٥

 دان.أ الحساسية.
 دن.أ قواعد تتابعات [دراسة النهاية من نيوكلتيدات نزع

 بين التفاعل خريطة وعمل لجزىدن.أ3
 والبروتين دن.أ

 د.ن.أ قواعد تتابعات دراسة ا النهاية من نيوكلتيدات نزع

Lxonuclease III -٦

A Exonuclease -٧
DNA sequencing  أ ن. لجزئد.5'
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 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

- ٨RNA أ DNA أو ] تعليم ا )موقع الطرفية الفوسفات نقل Polynucleotide
kinse. P" ATP المشع بالفوسفور ا مجموعات الى  من(7

OH'-5ر.ن.أ أو دن.أ فى 
RNA DNA قالب على  بناء ا العكسى النسخ -انزيم٩

Reverse Transcriptase

S [ nuclease -١٠

-١١
Transferase

Terminal

 السلسلة وحيد د.ن.أ هدم

 وفىmRNA منcNDA بناء
 من5 النهاية خريطة دراسة
RNA
 الشعر دبوس عروة ازالة

Hairpinبناء عملية فى 

cDNAخريطة دراسة وفى 
mRNA5, النهايتين كلا )من

 متيس ملد نيد اضاقة ا البابة ابى نونتيدت اضاة
 مكون أى)Homopolymer بدون د،ن.ا جزى من3'

 مثل منكررة واحدة قاعدة من دن.أ قالب إلى الحاجة
Poly A)نهايات لتكوين 

 لزجة.

:Coning  الكلونة

 التى المتطابقة الخلايا أو الجزيئات من كبير عدد بأنه الكلون تعريف يمكن
 جزيئات من كبيرة أعداد انتاج الكلونة طريق عن يمكن واحد. أصل من تنشأً

 اخرى. أغراض فى استخدامها أو وتميييزها تعريفها يمكن التى المتماثلة د.ن.أ
 ادخالها يمكن "الكيميرى" الهجينية د.ن.أ جزئيات أن حقيقة على التقنية هذه تعتمد

Cloning الكلونة ناقلات فى Vectonsأو بكتيرى بلازميد أما عادة تكون التى 

 مضيفة خلية فى التناسخ فى ذلك بعد يستمر والذىCosmid كوزميد أو فاج

Host Cellيمكن الطريقة وبهذه بهم. الخاصة التحكم نظم تأثير تحت ولكن 
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 ب للييوهم الجريبة البيولوجيا

 لكلونة الاساسية الخطوات الجين.وتتلخص نسخ من هائلة أعداد على الحصول
Cene الجين Cloniagالانى: فى(٣-١٢ )الشكل 

 فى كلونته المطلوب الجين على محتوية د.ن.أً من شظية أو قطعة ا-ادخال
CIoning الكلونة ناقل Vectorصياغتة معاد د.ن.أ نتاج لا 

.Recanbinat DNA ( كيميرى)
 والتى المضيفة الخلية الى الجين لادخال الانتقال وسيلة دور .الناقل يلعب-٢

 أخرى حيه خلايا استخدام يمكن أنه من الرغم على بكتريا عادة تكون
 الجين. لاستضافة

 النسخ من جدا كبيرة اعداد منتجا المضيفة الخلية داخل الناقل يتكاثر-٣
 المكلون. الجين من نسخ ذلك فى بما المتطابقة

 صياغته المعاد د.ن.أ جزيئات من نسخ فإن المضيفة الخلية تنقسم عندما-٤
Recombinant DNAجديد تضاعف بها يحدث حيث النسل خلايا إلى تمر 

 للناقل.
Clone  كلون على نحصل المضيفة الخلية انقسامات من كبير عدد يعد ه-

 هذا فى خلية كل وتحتوى المتطابقة المضيفة الخلايا من )مستعمره(
 للجين ويقال صياغته. المعاد د.ن.أ من أكثر أو نسخة على الكلون

.Cloned  تكلون قد انه صياغته المعاد الجز فى المحمول
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 لليوم الجزيتية البيولوجيا

 صياغته معاد أ دن )ا(تكوين

 أ دن جزى
 صياغته معاد

٢-٠

 ب
·:١٠٤

 المضيفة الخلية إلى النقل(٢)

 ي ­سه،،--
 صج

 على نامية بكتيرية كلونات
 صلبة بيئة

 الجين كلونة عملية فى الأساسية الخطوات(:٣-١٢) الشكل
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 للجينوم الجزيئية البيولوجيا ب

:Cloning Vectors  الكلونة ناقلات أنواع
 البلازميدات:
 مزدوج حلقى صغير جزى من مكونة عادة البكتيرية البلازميدات تكون

 لصفة المضيفة الخلية إكساب هى الطبيعية وظيفته تكون والذى د.ن.أ من
 مفيدة تجعلها خواص عدة وللبلازميدات الحيوية. المضادات بعض ضد المناعة

 البكتريا، فى نسخ عدة أو وحيدة كنسخة توجد انها إذ الكلونة. كناقلات جدا
 د.ن.أ جزى فى القواعد تتابع أن كما البكتيرى أ ن. د. عن مستقلة وتتناسخ
 للانزيم القطع لنشاط الدقيق المكان معرفة يتيح مما بالكامل معروف البلازميد

 من بكثير أصغر البلازميد ويكون اضافته. المراد د.ن.أ إدخال فيه يتم والذى
 منها. عزله السهل من يجعل مما المضيفة الخلية كروموسوم

 الفاج:
 ادخال فيه يمكن الذى أ ن. د. من خطى جزى من الفاج أ ن. د. يتكون

 الانزيمى للقطع مواقع عدة فى )الأجنبى( الجديد أ ن. د. من المرغوبة القطع
 دورة الفاج يستكمل أن بعد )الكيميرى( الهجينى أ ن. د. تجميع ويتم المحدد.
Lytic للبكتريا التحلل Cycleالرئيسية والميزة معدية، ناضجة فاج وحدات وينتج 

 شظية ادخال أو استقبال للبلازميد يمكن بينما أنه هى الفاج نوع من للناقلات
 شظايا استيعاب يمكنة الفاج فإن قاعدة، كيلو ا٠ ا- حوالى بطول أ ن. د.
 يمكن ما أن إلى ذلك ويرجع قاعدة كيلو٢٠-١٠ بين يتراوح بطول أ. ن د

 محدودا. يكون عبة تستو أن الفاج رأس لحجم
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 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

:Cosmid  الكوزميد
 أ ن. د. من أطول شظايا تستقبل أن يمكنها الناقلات من مجموعة وهى

 معا. والفاج البلازميد مميزات أفضل بين تجمع وهى

(Cos  مواقع تسمى د.ن.أ تتابع على يحتوى بلازميد عن عبارة والكوزميد
Sites) Cosفى الناقلات هذه وتنمو الفاج. حبيبة فى لامبدأ د.ن.أ لتعبئة المطلوبة 

 استبعاده يتم اللامبدا د.ن.أ معظم أن حيث ولكن البكتريا، فى بلازميد صورة
 الفيروسية. الحبيبة رأس فى الكيميرى د.ن.أ من أكبر قطع إدخال يمكن فإنه

 قاعدة. كيلو٩. إلى٢٩ من بطول د.ن.أ قطع يستوعب أن للكوزميد ويمكن

Cloning كلونة ناقلات مؤخرا أستنبطت وقد vectorsعلى القدرة لديها 

 الناقلات: هذه أهم ومن. أكبر احجام ذات د.ن.أ شظايا استيعاب
 الصناعي: البكتيري الكروموسوم

Dacterial Artificial Chromosomes BAC's.:
 بطول د.ن.أ شظية أخذ الناقل لهذا ويمكن.F بلازميد من المشتق

 البشرى الجينوم مكتبة كلونات عدد خفض إلى يؤدى مما قاعدة٦٠٠-٣٠٠

P1  بكتريوفاج مزايا بين تجمع نافلات استنبطت كما فقط. كلون٣٠٠٠٠ إلى

P1-Derived عليها ويطلقBACs و Artificial Chromosomes PAC'sوتصل 

 سعة ذو ناقل تكوين امكن أخرى جهة ومن قاعدة.٣٠ ، الى الناقل هذا سعة

Yeast Artifcal  عليه ويطلق قاعدة ك١٢٠٠-٦٠٠ من تصل كبيرة

Chromosome YAC'sالقولون بكتريا بلازميد من مشتق وهو PBR322مع 

 سعة بين مقارنة(٣-١٢) الجدول ويبين اليه. الخميرة جينات من عدد إضافة

 الناقلات. هذه

٤١٤



 لليفوهم الجزيئية البيولوجيا-

 الكلونة فى الاستخدام الشائعة الناقلات بعض(٣-١٢) الجدول

(kb)  ادخاله يمكن الذى د.ن.أ حجم
١) ٠  و

٢٠-١٠
٥٠-٣٥

٦٠٠-٣٠٠
١٢٠٠-٦٠٠

٣٠٠

ector  الناقل
Plasmid pBR 322

Lambda Phage 4 A
Cosmids
BAC's

YACs

PAC's

 يحدث أنVector للناقل فعالة منطقة إلى د.ن.أ أدخال عملية أثناء يمكن
 بأحد الاخلال من الحذر يجب ولذلك المنطقة. هذه نشاط أو عمل مع تداخل

 إلى للتوصل ايضا استغلاله يمكن المفهوم هذا أن إلا للناقل. الضرورية الوظائف
 المضاد ضد المناعة جين على مثلا مBR322 البلازميد يحتوى إذ انتخابية. تقنية

Ampicillin Tetracyclin، ضد بالمناعة الخاص الجين وكذلك (tet")  الحيوى
"(amp)للأنزيم واحد موقع عادة ويستخدم Pstlللامبسلين المقاومة جين داخل 
"(amp)الموقع هذا أن إلى وبالاضافة الغريب. دن.أ من لقطعة إدخال كموقع 

 فى خللا سيحدث الموقع هذا فى المضاف د.ن.أً فإن لزجة، نهاية على يحتوى
 لهذا الحاملة البكتيرية الخلية تكون أن إلى يؤدى مما للأمبسلين المقاومة جين

 بين التمييز يمكن وبالتالى(٤-١٢) الشكل فى كما للامبسلين حساسة البلازميد
 مع للأمبسلين المقاومة لصفة الأخير بفقد الهجينى والبلازميد الأصلى البلازميد
 طريق عن الادخال حدوث من التأكد ويمكن للتراسيكلين. بالمقاومة احتفاظة

 بطريقة الهجينى والبلازميد الأصلى البلازميد بين الحجم فى الفرق معرفة
 الأصلى. الناقل عن حجما أكبر الأخير البلازميد يكون حيث الكهربى، التفريد

٤١٥



 للجينوم الجزيتية البيولوجيا-

 معن الجين عنى المحتوى اللون لاختيار المختلفة الطرق بعد فيما ;ب

 ا٦-٢ عcylrw و
١es atarce ز psne

Ameieuin
estanCe ger8

 75ا
» لهى ن صيالة سعاد يالالأميد

PBR3

 شظية إدخال ثم
 ا= الغريية أ دن

 مR3a بزميد

 بإستخدام المرغوبة أ ن د شظية بإدخال صياغته المعاد البلازميد على التعرف يتم(:٤-١٢) الشكل

 المقاومة على القدرة يفقده مما للأمبسيلين المقاومة عن المسئول الجين فى خللا يحدث مماPSt1 إنزيم

 الأمبسلين على محتوية بيئة فى البكتريا تنمية عند الحيوى المضاد لهذا

:Gene library (  الجينات )بنك د.ن.أ مكتبة
 الجينومية: المكتبة أ-

 الكلونة لناقلات المختلفة والأنواع المحددة القطع انزيمات باستخدام يمكن
 هذه من المكونة المجموعة على يطلق ناقلات. فى ما لكائن الكامل الجينوم تعبئة

 من جينوم مكتبة تكوين يمكن الجينومية. المكتبة اسم صياغتها المعاد الكلونات
 هناك تكون بحيث معين نسيج أو خلايا خط من المأخوذة د.ن.أ قطع جميع

 منه. المأخوذة الكائن بهذا الخاصة الجينات جميع على لاحتواءها فرصة

٤١٦



 لليوم الجزيتية اليبولوجا

 بإجراء د،ن.أ من الخلية محتوى وتنقية بعزل الجينوم مكتبة انتاج يتم
 القطعى نشاطة معدل بارتفاع يتميز قطع بإنزيم د.ن.أ جزئى هضم عملية

 نسبيا طويلة دن.أ شظايا على الحصول هو ذلك من والغرض.SauIILA مثل
 تجزئة أى منها لأى يحدث ولم سليمة ستكون الجينات معظم أن يضمن مما

(.٥-١٢ )الشكل القطع نتيجة

 للخلية الكلي ا دن

Sau3A  مواقع

 رنة
 ، نطاد )٢سهمهم

 ١م٣ ق( اك٥ )حوالى

 م ر

 به/٨ دء
coscosc0s

 البكتريا د.بمددا

 ر مستعمرات

= بتري أطباق من أخر عدد+
 الجنيات مكتبة

 الكوزميد ناقل فى جينات مكتبة تكوين -ه(:١٢) الشكل

٤١٧



- للجينوم الجزيئية البيولوجيا

YAC  أو الكوزميد أو المكتبات هذه مثل فى كناقل الفاج استخدام ويمكن
 أن وحيث(٣-١٢ )جدول نسيبا كبيرة دن.أ شظايا بإدخال تسمح لأنهاBAC أو

 متناسبا يكون المطلوب الشظايا عدد فإن كاملة مكتبة على الحصول هو الهدف
(.٤-١٢) الجدول فى كما الجينوم حجم مع وطرديا الشظية حجم مع عكسيا

 الجينومية المكتبة لتكوين اللازمةClones الكلونات عدد(4 ا-2) الجدول
 الكائنات من لمجموعة

٤١

١٥٠
)٠٠٩

٢٠٠٠٠

١٩٦٩٠٠

٤٩٠٠

١ لجينو
Species  م ,حجم النوع

(bم )

1١ القولون بكتريا x١٨٢٠٤١٠ اوه٤٦
١٠' -الخنا• x ١,٨٢٢٢٥١٥٠٠  .ل حميره

٠٠٩٩\2٢١٥٠٠,١٠x١" الدروسفلا حشرة

x,٢ الانسان ٥٦٤٠٠٠٢٧٤٠٠٠ ا3١٠

١٠x-' الضفدع ٢,٣٤٠٥٣٠٠٠١٩٦٩٠٠٠

٠٠٠٠٠٤٩٠٠٠{ ا٥,٧x١٠ الأرز

 )ا(باستخدام المكتبة. فى موجود سيكون معين جين أى أن59%(=P) احتمال أساس على محسوبة
 للكلونه. كناقلBACs )؟(باستخدام للكلونه. كناقل الكوزميد باستخدام٢) للكلونه. كناقل فاج٨

 مستقلة( )كلونات د.ن.أ شظايا عدد الجدول فى المذكورة الأعداد تمثل
 د.ن.أ من معين تتابع على الحصول لإمكان%٩٥ احتمال إلى للوصول اللازمة

·١٠x ٢ المدخلة الشظية طول بمتوسط صياغته المعاد د.ن.أ مكتبة فى
 كل يحملها التى الجينات عدد اختلاف إلى العدد فى الاختلاف يرجع نيوكلتيدة.

 المعادلة: من اللازمة الكلونات عدد وتحسب الجدول فى ممثل كائن
٨ bn(١-P)

Ln(-f)

٤١٨



 للجيومم الجزيتية البيولوجيا

 فى الكامل الجينوم من الجزء تمثلf و المطلوب الاحتمال تمثلP حيث

 فى المذكورة الإنسان جينوم مكتبة حالة فى المثال سبيل وعلى الواحد الكلون

 الاحادى الجينوم فى نيوكلتيدة"١٠x٣ هناك أن اعتبار وعلى أعلاه، الجدول

: فتكون
L(1-0.99)دم٨ 

3x10 إ/%ب?-إ،

 واضحة تبدو نسبيا طويلة د.ن.أ شظايا من مكونة مكتبة تكوين وميزة

 أى أقل بحجم د.ن.أ شظايا حجم كان إذا فيما أعلاه المعادلة بنتائج قورنت اذا

."١٠x٢ من بدلا'١٠x٥

 شظية ا'٠ على المحتوى البشرى الجينوم مكتبة فإن ذلك وعلى
 عليها الحصول فرصة ستصل ا"(٠x٢) نسبيا كبير بطول صياغتها معاد د.ن.أ
 سيكون النسخة وحيد جين على الحصول احتمال فإن وبالتالى%٩٩ الى كاملة

 مرتفعا.

 جميع قطع فى أننا أىShotgun طريقة اسم الطريقة هذه على يطلق
 غير هدف على بالبندقية يصوب كمن المرغوبة الجينات عن بحثا الجينوم
 قد والنتيجة متصلا وعملا طويلا وقتا تستغرق التقنية هذه أن كما معلوم.

 الهائلة الأعداد ضمن كثيرة شفرية لا شظايا على نحصل قد اذ مضمونة تكون لا
 الجينوم. مكتبة فى الموجودة الشظايا من

٤١٩



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

:DNA  ب-مكتبة
.cDNA  المنسوخ د،ن.أ كلونة على تعتمد متخصصة تقنية على وتعتمد

 ر.ن.أً إلى نسخها يمكن التى د.ن.أ من التتابعات تلك على الاختيار يقتصر حيث
 استخلاص طريق عن ذلك ويحدث معينة. جينات تمثل أنها يفترض والتى

mRNAحيث كبيرة بكميات معين بروتين انتاج فى المتخصصة الخلايا من 
gene-in site mRNA )راجع البروتين لهذا يشفر الذى النوعى  نسبة تزداد

gene-in و timeالمنسوخ د.ن.أ من نسخ انتاج يتم ثم عشر(. الحادى الفصل فى 
mRNA Complementary المراسل ر.ن.أ من قالب على DNA (cDNA)

Reverse العكسي النسخ انزيم باستخدام Transcriptase.جزيئات تحويل ويتم 
 د.ن.أ، بلمرة انزيم بفعل مزدوجة جزيئات الى الناتجة السلسلة الوحيدة د.ن.أ

DNA Poly I.تجرى ثم البلازميد إلى الجزيئات هذه ادخال ذلك بعد يتم ثم 
٠(٦-٢١) الشكل فى كما الكلونة عملية

٤٢٠



 للجينوم الجزية البيولوجيا

 الأولى السلسلة )ا(بناء
 د١8#

 ر ث.٦
#r11مرممم

 مرأ، :نت بصنةنن ي لن
polyTpoly A

 شلر
،

 متكك٢٢٢٢٢ أ ن شظايا

 أ رن هدم )ب(

 الثانية السلسلة )ج(بناء ا :لرن بلمر بر اتز

 اسنده شظيار .،هعه
 عاد\

1 جع جججع
 السلسلة مزدوج أ دن

 لعه.ناف رد( لتتاتي/

 -ن
cDNA  كلونات

 =تم الجليادين كلونات

 ورائي تحو )ه(

١N ٨ لكلونة الممكنة الطرق إحدى(:٦-١٢) الشكل
٨Poly=أولجي ، متعدد ادينوسين d.T-الثاييدين متعدد 

٤٢١



 لليوم الجزبية البيولوجيا

 المنسوخ د.ن.أ كلون الطريقة بهذه عليه متحصل كلون كل يسمى
cDNA، أحد تحضير من المشتقة للكلونات الكاملة المجموعة تسمى حين فى 

cDNA المنسوخ د.ن.أ مكتبةmRNA أنواع Library.بين هام فرق وهناك 
 الشكل فى موضح هو كما المنسوخ د.ن.أ وكلونات الجينوم د.ن.أ كلونات

(٧-١٢)

 حد جي#B جن
 ور إ

 =اجا
٨يج

 د ا هيج
،  ماه

 صاك
 صاك
 ه ه

 ى
 ا ن ر سلسلة

 الأولية

 ا اسننه ا عملية
 م
 ص

mRNAs « «ا
 ص ا،

 المنسر أ ن يكلونهد المكسى النسغ
٧ال

 المدة القلع بانزيمات الهضم

 د= ع >د=،
 أ ن كلونهد

،

 الجينى أ ن لواكد تNA كلوننات

 وكلوناتcDNA المنسوخ ا ن د كلونات بين للفروق تخطيطى شكل(:٧-١٢) الشكل
 مرتفع بتكرارB الجين نسخ يتم حين فى منخفض بتكرارA الجين نسخ يتم الجينومى. أ ن د

٤٢٢



 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

 د.ن.أ تتابعات جميع من عشوائية عينة تمثل الجينوم كلونات أن نجد إذ
 النظر بصرف متشابهة ستكون نادرة، استثنائية حالات عدا وفيما ما، كائن فى
 د.ن.أ كلونات فى الحال بعكس استخلاصها، فى المستخدم الخلية طراز عن

 تم التى الجينوم من المناطق تلك على فقط ستحتوى انها إذcDNA المنسوخ
 متخصصة عادة تكون المختلفة الأنسجة خلايا أن وحيثmRNA الى نسخها
 المنسوخ د.ن.أ مكتبة فإن النوعىmRNA جزيئات من معينة أنواع لانتاج

 المكتبة لتحضير المستخدمة الخلايا ووظائف أنواع حسب بالطبع ستختلف
(.٨-١٢ )الشكل

 لكلونةcDNA المنسوخ د.ن.أ مكتبة لاستخدام مميزات عدة توجد
 بواسطة جدا كبيرة بكميات انتاجها يتم البروتينات من كثير أن أولا: الجينات.

 لهذه للترجمة الخلايا هذه تنتجة الذىmRNA أن يعنى مما المتخصصة، الخلايا
 ستكون الخلايا من المحضرةcDNA مكتبة أن لدرجة وفيرا سيكون البروتينات

 النوعية للبروتينات يشفر الذىcDNA المنسوخ د.ن.أ جزيئات فى جدا غنية
 بشكل يقلل المكتبة فى فيه المرغوبcDNA وفرة أن(.٧-١٢) الشكل فى كما

 نجد المثال سبيل فعلى المكتبة. فى المرغوب الكلون على التعرف مشكلة كبير
 فإن السبب ولهذا الحمراء الدم خلايا فى كبيرة بكميات ينتج الهيموجلوبين أن

 كلونتها. تمت التى الجينات أول بين من كانت الجلوبين جينات

٤٢٣



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا
 --،،د،،د،،،

٨ نوع من خلايا
 ، بروتين

 مرنار

 ر- ساكتة جينات

B  نوع من خلايا
 ساكتة جينات

 نا مر بروتين

 أا ن مر بروتين

 الخلايا نوعيات بإختلاف الجينات تعبير إختلاف(:٨-١٢) الشكل

 فقط الشفرية التابعات على تحتوى أنهاcDNA لكلونات الثانية والميزة
Ixonsالتوصل هو الكلونة من الهدف كان فإذا ذلك وعلى الانترونات، بدون 

٤٢٤



 للجبنوهم الجزبشية البيولوجيا

 أو الموازى د.ن.أ فى القواعد تتابع من للبروتين الأمينية الاحماض تتابع الى
 فى التعبير إلى المكلون الجين دفع طريق عن كبيرة بكميات البروتين لانتاج
 البكتريا لأنcDNA باستخدام نبدأ أن الأفضل من فإنه الخميرة، أو البكتريا خلية

 مشكلة يسبب مما الانترونات استبعاد عملية اجراء باستطاعتها ليس الخميرة أو
 الجينومى. الكلون استخدام عند

 مصادر(cDNA) المنسوخ أ ن. د. ومكتبات الجينوم مكتبات تعتبر
 مصادر من حاليا منها العديد ويتوفر البحوث فى للاستخدام هامة

 تجارية.

:mRNA  من منتخبة جزيئات من المنسوخ .أ ن د. مكتبة تكوين
 المرغوب الجين تعبير فيها يكون خلايا منcDNA تحضير يتم عندما

 الجين تتابع على تحتوى أن يتوقعcDNA كلونات غالبية فإن جدا عاليا
 عالية وبدرجة ممكن جهد بإقل عليه للحصول فرصة يعطى مما هذا، المرغوب

 طرق عدة فتوجد النسخ معدل فى درجة الأقل الجينات حالة فى أما الكفاءة. من
cDNA mRNA مكتبة تكوين قبل النوعى  جزيئات من للأكثار استخدامها يمكن

 استخدامه يمكن فإنه المستهدف للبروتين مضاد جسم توفر إذا المثال سبيل فعلى
 الببتيد متعدد سلاسل على المحتوية البوليريبوسومات لتلك الموجه للترسيب

 المرغوبة.

 لذلك يشفر الذىmRNA على أيضا ستحتوى البوليسومات تلك أن وحيث
 الف من أكثر إلى المرغوبةmRNA جزيئات أكثار يمكن فإنه البروتين
 ضعفا.

٤٢٥



 للجينوم الجريتية البيولوجيا

 انتاج قبل معين نيوكلتيدى تتابع أى لإكثار كفاءة أعلى بديلة طريقة وهناك
Subtractive, الطرحى التهجين ويسمىcDNA كلونات Hybridizationيمكن 
 نفس من الخلايا طرز من بشدة متقاربان نوعان توفر إذا الطريقة هذه استخدام

 هذه استخدمت وقد المرغوب. البروتين ينتج فقط الطرازين أحد ولكن الكائن
 على الموجودة الخلية سطح مستقبلات بروتينات لمعرفة مرة لأول الطريقة
 على الموجودة تلك وليستT-Lymphocytes )ليمفوسايت( الليمفاويةT الخلايا

B-Lymphocytesإلى اليل تعبير فيها يتم التى الخلية فى ايضا استخدامها ويمكن 
 بروتين.

 أول وتكون الخلية، نفس فى الطافر للأليل تعبير أى يحدث لا حين فى
 البروتين ينتج الذى الخلية طراز منmRNA باستخدامcDNA بناء هى خطوة

 جزيئات من وفيرة كمية معcDNA من الجزيئات هذه تهجين يتم تم المرغوب.
mRNAالآخر. الخلوى الطراز من المستخلصة 

 العثور فى تفشل التى النادرةcDNA من التتابعات تلك على التعرف يتم
 تتابعات الغالب فى تمثل والتى معها للتزاوجmRNA من مكملة جزيئات على

mRNAالتتابعات هذه فصل يتم الخلايا. من الأول الطراز فى فقط الموجودة 
 الأحماض فصل تتضمن والتى معينة بيوكيماوية بطرق وتنقيتها المتزاوجة عير

(.٩-١٢) الشكل فى كما السلسلة مزدوجة عن السلسلة وحيدة النووية

٤٢٦



 د للجينوم الجزيئية البيولوجيا

B  ليمارية خالايا

 مل#الأ@5
@@o

T  ليقارية خالايا
 ى6

G

 AN@من
 ليمفاوية؟ خالايا

 لجة مدس كXA تكوين
B  ليمفاريه خايا

 ى:2 وي

cNلمؤئهاد 
 Nمالحادرة

 فى فقط يهد
T  الليمفاوية الخيا

 كرماتوجرافي مود يوم

 بارتيه( )يدرفكسي

1 ن نأ/ر د هجمن بحز

١ ٦ص تتقيه بد الثلر ح

mRNA cDNA لها يوجد التى  من النادرة الكلونات لتنقية الطرحي التهجين طريقة إستخدام(:9-١٢) الشكل
B T النوع من ليس لكن و  النوع من الليمفاوية الخلايا فى

٤٢٧



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

Blotting  نقل يتم المرغوب الجين على المحتوى الكلون على للتعرف
 من قطعة على النامية البكتيرية المستعمرات على المحتوية المزرعة أطباق
 معاملة يتم البكتيرية. المستعمرات بعض بها تلتصق التى الترشيح ورق

.Replicas  المطابقة بالنسخ تعرف والتى الملتصقة المستعمرات

: الجينات مكتبة من مرغوب كلون على الحصول طرق
 المجموعات على التعرف فى تتركز الجين كلونة عملية فى مشكلة أهم أن

 الجين على المحتوى د.ن.أ شظية على تحتوى التى الكلونات من النادرة
 فى خاصة بصفة صعوبة أشد المشكلة هذه وتكون(١٠-١٢ )الشكل المرغوب

 بكتيرية واحدة خلية على التعرف ضرورة الأمر يقتضى قد حيث الجينوم مكتبة
 معين. بشرى جين على محتوية تكون بحيث خلية مليون بين من

٤٢٨



 مد للبيو الجزيئية البيولوجيا

 أ دن من كبير لجزى المحدد القطع )ا(

 وهب
 محو

 ي مي
EcoRl
 حجمه أ جزىدن د

 عيدة شظايا ممر ص قاعدة ىo. حوالي
 المطلوب الجين رندنا ر

 كلونته
 الناتجة صياغتها المعد ا ن د جزنيات أ)ب( ناقلل في انخل

 ستنتج الكلونات جميع)(
 مستعمرات

 الإنتخاب مشكلة(:١٠-١٢) الشكل

 المرغوب: الكلون على للحصول اساسيتين طريقتين وتوجد
direct المرغوب للجين المباشر الانتخاب ا- selectionتصميم يتم أنه بمعنى 

 على المحتوية فقط هى عليها المتحصل الكلونات تكون بحيث التجربة
(.١١-١٢) الشكل فى كما المطلوب الجين

٤٢٩



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

R6-5 ( أ(بلازميد
 جين

 اشظية٣
 مختلفة

٠ جم
 ح ب لا

 عم» ،٢م
 بحيي:يعيا/ لصا

pBE322  بلازميد في

 أنزيم

EcoRI

 جزى ا٢ تكوين على الربط يؤدي )ب(
 مختلفة صياغته معاد أ دن

 القولون بكتريا تحويل
 أطباق في والزرع

٦٠/
X أ X X)بالنمو له يسمح واحد كلون )ج 

 الكاناميسين بيئة على

 هوkan" جين على المحتوى الكلون
 البقاء يمكنه الذي الوحيد

 ه٠ على محتوية بينة
 كاناميسين /مل ميكروجرام

K6-5 (KanR) بلارميد فى  تلكاتامسين المقاومة جين لكلونة المباشر الإنتخاب(:١١-١٢) الشكل

٤٣٠



 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

 فقط للكاناميسين المقاومة جين على المحتوى للكلون الانتخاب يتم حيث
 هذا أن إلا الحيوى. المضاد هذا على تحتوى أجار بيئة على بتنميته وذلك

 الحيوية. للمضادات المقاومة لجينات الانتخاب على تقتصر الطريقة
 للانتخابMarker-Rescue بطريقة يسمى فيما معدلة طريقة استخدام-٢

 الحيوى البناء انزيمات من كثير عن المسئولة الجينات لأحد
trpA Biosynthetic. جين على المحتوى الكلون تحديد مثل Enzymes

 تتطلب حيث الطريقة لهذه المحددات بعض هناك أن إلا(١٢-١٢ )الشكل
(TrpA)  عنه الكشف المطلوب للجين طافرة بكتيرية سلالة وجود

 لهذا الوحشى للطراز يمكن التى الكفاف بيئة توافر ضرورة إلى بألاضافة
 عليها. ينمو أن فقط الجين

 الجينومات كلونات على للتعرف فقط تصلحان الطريقتين هاتين أن إلا
 هذا أداء عن قاصرة تكون ولكنها القولون بكتريا مثل النواة مميزة لغير الصغيرة

 فى موزعا جينومها يكون والتى النواة مميزة الراقية الكائنات حالة فى الدور
 الكلونات. من الالاف عشرات

٤٣١



 للجينوم الجزبتية البيولوجيا

 صياغته معادpBR322 بلازميد )أ(تكوين ج.
 ا«Eco /ج

 ذد# بجا

 ر معاد غير بكتريا
 صياغتها

tmpA- ( لبكتريا الوراثي التحويل ب(
-tmA ز

١rA

 ر
 صياغتها معاد م

 تعبيرللجين حدث )ج(
 المكلون

trpA protein

/ م١،A صياغته المعاد الكون

 محا تتخفر تي:ا:-°
 بيئة على )د(إزرع

trpA-  الكفاف

(trp") trp للزيتوفان الطافرة القولون بكتريا فى المكلون  لجين المباشر الإنتخاب(:١٢-١٢) الشكل

: الجينات مكتبة من كلون وعزل تحديد
Identification of a Colne From a Gene Library :

Hybridization )المشعة( بالواسمات التهجين تقنية تستخدم Probingبحيث 

 البكتيرية المستعمرات فى الهجينية الكلونات على التعرف التقنية بهذه يمكن

٤٣٢



 لليوم الجزيئية البيولوجيا

In بطريقة مباشرة الجينات لمكتبة Si Probingفى كما الموقع فى التنقيب أى 
٠(١٣-٢١ الشكل)

 نايلون أو نيتروسيليولوز لغشاء المستعمرات )أ(تنقل
 نايلون نيتروسيليولوز غشاء

 ر ب
١ /،  [يهييجيا لبتريا لتمق
 بالغشاء

 أ ن د وتنقية الخلايا تحلل )ب(
 البكتريا دنأ

/\ \/قلوي+
 ص صب٥

UV  تشيع
 )نايلون(

 بروتييز أنزيم
 لمدة "م8٠,

 رحة لا ير وء تجزأ اد
\[} )تيتروسيليولوز(

 صررجلا ممممر
 الهيكل بواسطة ارتباطدن١

 الفوسفاتي السكري بالغشاء ملتصق أ دن

 المعلمة الواسمة مع هجن )ج(X أشعة فيلم
·3م {هج$ اغل %٩جعي  ي، رب =جرم

 نوعي غير ارتباط )قوي( نوعي ارتباط
 )ضعيف(

 الأشعاعي التصوير من الناتج الفيلم )د(

 موجب تهجين

 بالإشعاع المعلمة بالواسمة المستعمرات تهجين(:١٣-١٢) الشكل

٤٣٣



 للجينوم الجزبتية البيولوجيا

 وسيليلوز النتر من غشاء إلى البكتيرية المستعمرات أولا تنقل بأن ذلك ويتم
 من للتخلص قلوى ومحلولProtease بانزيم الغشاء يعامل ثم النايلون أو

 وكسر د.ن.أ دنترة إلى ايضا المعاملات هذه وتؤدى النووية غير المكونات
 على فقط السلسلة وحيد د.ن.أ ويبقى د.ن.أ سلسلتى بين الهيدروجينية الروابط
 درجة على النيتروسيليلوز غشاء حالة فى حراريا، معاملته تتم والذى الغشاء

 غشاء حالة فىUV البنفسجية فوق للأشعة بالتعريض أو ساعتين لمدة م٨٠
 أ ن. د. يكون بحيث ، الغشاء على د.ن.أ تثبيت ذلك من والغرض النايلون.
 القواعد تكون حين فى الفوسفاتى السكرى الهيكل طريق عن بالغشاء ملتصقا

 إلى وتضاف دنترتها تتم الاخيرة وهذه المشعة الواسمات مع تتزاوج لكى حرة
 والقواعد الواسمه قواعد بين التهجين على يساعد كيماوى محلول فى الغشاء
 الواسمات من للتخلص الغشاء يغسل فترة وبعد المثبت. د.ن.أ فى فقط المكملة

 الذاتى بالاشعاع بالتصوير المرتبطه الواسمه مكان تحديد ويتم المرتبطة غير
.Autoradiography

:Probes  الواسمات
 من محدود عدد من مكونه د.ن.أ أوليجو جزيئات عن عبارة هى

 لتتابع مكملةSpecific نوعية تتابعات ذات نيوكلتيدة(٢٠-١٨) النيوكلتيدات
 هذهLabeling تعليم ويتم فقط. بينهما التجاذب يتم بحيث معين جين فى محفوظ

 أن إلا(١٤-١٢ الشكل)"P المشع الفوسفور بإضافة بالإشعاع أما الواسمات
 المواد تستخدم لاLabeIling تعليم طرق استخدام إلى مؤخرا اتجهوا الباحثين
 النفايات من التخلص ومشاكل استعمالها من تنجم قد التى للأخطار تلافيا المشعة
(.١٥-١٢) الشكل فى كما طريقتين الغرض لهذا استخدمت لذللك المشعة

٤٣٤



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 مفردة ا ن د سلسلة

 ددي"يدح
 مزدوجة أ ن د واسمه

 السلسلة

 القواعد تماني بادئ يضاف

 فن

­٦ ن  مع البادئات بعض تتزاوج
 المفردة السلسلة

 ا
 ل

+ بوليميريز أ ن د أنزيم يضاف
 معلمة( تكون منها )واحدة النيوكلتيدات

 بالأشعاع معلم أ دن

 مخلوط يكون العشوائى. القاعدة ثمانىPrming البادئ بطريقة بالإشعاع أ ن د تعليم(:١4-١٢) الشكل
 الواسمة مع تتزاوج أن يمكنها التى الجزيئات بعض على يحتوى بحيث معقد العشوائى البادئ

٤٣٥



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 بالبيوتين معلمة بنيوكلتيدة التعليم )أ(

 مر--·+
 لمرةلبيج»

 تمة:: كهتم دسي
 بموم

{ ححد
7ر جج ز>

 ر بديبيً
 بكشاف المقرون

2 فلوروسنتي
 ح>> ج ر

 الفجل( )من البيروكسيديز بأنزيم التعليم )ب(

 زتنتة وردت فروعد نرم وحيدة ا ن د واسمه

.٦
Pر 

 اط
 كبموليمونسيس {ليط لرجيه

> لوسيور، بضاف
١

١ ا م
١٨١٠ م٥

٠'١١ /  .يو يؤه-١٢٠٢'٠١٠٠4»١١٠١ م/٥-
 إشعاع بدون الواسمات لتعليم طريقتان(:١٥-١٢) الشكل
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 للجيومم الجزيئية البيولوجيا

 ديوكسى فوسفات ثلاثى نيوكلتيدات استخدام على الأولى الطريقة وتعتمد
 جزى وهوBiotin البيوتين مع بالتفاعل ارتباطها يتم والتى(dUTP) يوريدين
 تحديد يمكن الموضع فى التهجين وبعد.Avidin الافيدين بروتين مع بقوة يتفاعل
 فلورسنت. كاشف مع المتفاعل الافيدين بإضافة المرتبطة الواسمة مواقع

 وأنزيم الواسمة من معقد تكوين على فتعتمد الثانية الطريقه أما
Horseradish البيروكسيديز Peroxidaseالواسمة تهجين موقع عن الكشف يتم ثم 

 تنطلق بحيثLuminal لومينول مادة لتحليل الانزيم قابلية طريق عن الجين مع
.Chemiluminescence  اشعاعات

 مشابهة بطريقة عادى تصوير فيلم على المنبعثة الاشارات تسجيل ويمكن
.Autoradiography  الذاتى بالاشعاع للتصوير

: Design of Rrobes  الواسمات تصميم

 المحفوظ للتنابع مكملاً يكون أن لابد الواسمة تتابع فإن القول سبق وكما
Hybridiration يحدث أن يمكن حتى المكلون الجين من لجزء Probing.ولكن 
 كان إذا وخاصة متوفر غير أو معروف غير نفسه الجين أن كثيرة أحيانا يحدث
 له. كلون ايجاد هو التجربة من الهدف

 الجين عن المتوفرة المعلومات حسب على الواسمات استنباط ويعتمد
: احتمالات ثلاث وهناك المرغوب

 مكتبة تكوين فيتم الخلايا من معين نوع فى قويا تعبيرا الجين يعطى عندما ا-

.cDNA

٤٣٧



 للبينو الجزيتية البيولوجيا

 لها يشفر التى الببتيد متعدد سلسلة فى الامينية الأحماض تتابع يكون عندما-٢
 جزئياً. أو كلياً معروفاً الجين

٣-Multigene  الوظيفة متقاربة جينات مجموعة ضمن الجين يكون عندما

.Family

:cDNA  بمكتبة بالاستعانة الواسمات استنباط أولا:
Abundancy VS .  الندرة ضد الوفرة مبدأ على الطريقة هذه تعتمد

Scarecityمكتبة تكوين فعند cDNAلان نظرا فإنه مثلا القمح حبوب من 
 نوع من سيكون القمح حبه فى الجنين نمو اثناء الموجود الرئيسى البروتين
 ر.ن.أ نسخ من عالية نسبة على الحصول نتوقع فإنناgliadin الجليادين بروتين

 كلونات جميع باستخدام الجليادين جين كلونات على التعرف ويتم الجليادين.
cDNAفى الأخرى الكلونات أفراد لجميع كواسمة حدة على كل المكتبة من 
 د.ن.أ تنقية ويتم عشوائية بطريقة كلون اختيار يتم(.١٦-١٢ )الشكل المكتبة
 لبقية كواسمة ويستخدمLabelled ويعلم(Insert) الكلون هذا فى صياغته المعاد

 أن إلى كواسمات اخرى كلونات باستخدام ذلك ويكرر المكتبة فى الكلونات
 هذا ويعد المكتبة. كلونات من كبيرة نسبة مع يتهجن الذى الكلون على نحصل
Abundant من الوفير الكلون cDNA Cloneبمثابة Cloneللجليادين محتمل 

 نواتج وعزل د.ن.أ تتابعات تحليلات طريق )عن بالتفصيل تحليلة ويجرى
 هويته. من التأكد يمكن حتى الترجمة(

٤٣٨



 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

cDNA  مكتبة
B

/-\٠ ما  تهجين
 ات المستعمر

 الذاتي بالإشعاع تصوير
 كلون=A الواسمة =كلونB الواسمة

 التكرار منخفض مرتفع بتكرار

 متوفر كلون على للتعرف(cDNA) جينات مكتبة فى بالتهجين البحث(:١٦-١٢) الشكل
 عال بتكرار المكتبة فى

 الذى للبروتين الامينية الاحماض ثتابعات تكون عندما الواسمات استنباط ثانيا:
 جزئيا: أو كليا معروفة الجين له يشفر

Cenetic Code  الوراثية الشفرة قاموس استخدام يمكن الحالة هذه وفى
 لانه، نظرا تقريبى التنبوء هذا ويعد المقابل. للجين النيوكلتيدى بالتتابع للتنبوء

 نجد ، فقط واحد بكودون منهما كل يمثل اللذين والتربتوفان الميثيونين عدا فيما

٤٣٩



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 من أكثر أو إثلين منها لكل يشفر الاخرى الامينية الأحماض جميع أن

0CA, GCT,  وهى كودونات بأربعة له يشفر الالانين حامض فمثلا الكودونات،

GCG, GCC، نيوكلتيدين تكون بحيث GCالاربعة. الكودونات فى مشتركة 

 السيتوكروم بروتين سنأخذ التنبؤات، هذه اجراء كيفية لتوضيح وكمثال
Respiratory Chain Cytochrome التنفسية السلسلة فى هاما دورا يلعب الذى C

 تتابع(١٧-١٢) الشكل ويبين ،Aerobic التنفس الهوائية الكائنات لجميع
 على التتابع هذا ويحتوى الخميرة. فى السيتوكروم لبروتين الامينية الاحماض

Tmp- Asp- Glu- Asn-  من تتكون التى٥٩ رقم الامينى الحامض من تبدأ منطقة
Asn- Metالسداسية الببتيدية هذه أن نجد الوراثية الشفرة قاموس وبمعلومية 

 بالآتى: لها يشفر
TOG -GAc"c- GAcc -GAAc"C-ATG

15
-AR6-CYS-@L-٢٦٩-L٧٤-p٤-LE٧-T٤-AL١٧-٨3-G٥٧٤-٤٢-S٤R-Aب٧-٥٨ 

30
LE٧-CYS-H$-TR-wA4-GL٧-١٧٥@-١٣-٥١٧٢-٣٢٥-١5-١٢-$٨-٥٧٢-PR-

45
-CL٢-G٨-GL-AL٣٧-٨S-SER-Cl٨٨-٢G-Ot٣-٧H١-٤LE-ا-٢ H٥SجمN-[60 -٧ع

T7٩-٤٤٨-T٧٩-٢-٨S٨-A٨-٨$-٥٤-٧٢3-٧٧8-٨$-w٨-L٤٧-TRP-ASPجو­ 
Gا٧-٨ SN-AS٨٠٨٤٢-SعR-@L٧-٣٣٦-٧٤٧-٦٦٢-٨٤٨-٣٨٥-٤٢S-١٧S-٢٣٢-١٤­

 ربر
PR0-0إ٧-٦٦٨٦-١٢ S-٨٤T-١٨-٣٤-٥٤٧-6L٢-UE٧-٧YS-١٢5-GL٧-٤YS- -٨ م

10
AR0-AS٨-٨S٣-٤٤٧-١٤-٦٦٨٨-٢٧٦-١٤٧-١٧S-٧9-م٨ -c٧9-L٧

 السداسية الببتيدة وتمثل الخميرة فىC سيتوكروم لبروتين الأمينية الأحماض تتابع(:١٧-١٢) الشكل
 المقابلة الأمينية الأحماض تتابع من النيوكلتيدى بالتتابع التنبؤء يمكن كيف خط( تحتها )التي

١٨ من ا٤ فإن ، محتملا تتابعا١٦ يمثل التتابع هذا أن من وبالرغم
 أوليجونيوكلتيدية واسمة بناء يمكن وبذلك بالتأكيد، بها التنبوء يمكن نيوكلتيدة

٤٤٠



 للبيو الجزبتية البيولوجيا

 الجين على التعرف الواسمة هذه امكان فى يكون وقد التنبؤات هذه باستخدام
 السيتوكروم. لبروتين المشفر

 المشفره و مختلفه واسمه أوليجونيوكلتيد١٦ عدد بناء يتم الحالة هذه وفى
cDNA  مكتبة لاستكشاف استخدامها ويمكن اعلاه. الامينية الاحماض لتتابع

 لهذه الصحيح التتابع على الواسمات هذه من واحده تتعرف وسوف الخميرة
Cytocluome من المنطقة C.على الموضع فى التهجين اشارة وستدلنا 

٠(١٨-١٢ )الشكل الجين هذا على تحتوى التى الكلونات

٤٤١



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 معلمة واسمة

 جينات مكتبة ير
 الخميرة ا دن

 -(٩» السيتوكروم( كلون مع الواسمة تتهجن
 ر{ا#ززززلا«

\
 الذاتي بالإشعاع التصوير

\
 نوعية غير إشارة

 أخرى بواسمة التهجين إعادة

 السيتوكروم كلون
 المحتمل

 كلون على مؤكد تعرف
C  سيتوكروم

 فى السيتوكروم كلون على للتعرف النهاية معلم تركيبى نيوكليوتيد أوليجو إستخدام(:١٨-١٢) الشكل
 الخميرة

٤٤٢



 د للجينوم الجزية البيولوجيا

 متقاربة جينات لمجموعة الجين ينتمى عندما الواسمات استنباط ثالثا:
:Multigene Family

 جينين مقارنة عند عالية بنسبة متشابهة تتابعات على التعرف يمكن
 على المحافظة يعنى مما مختلفة لكائنات ينتميان ولكنهما البروتين لنفس يشفران
 من جينان عالية بدرجة يشابة ما وغالبا التطور. عملية اثناء الجين تركيب
 يمكنها الجينين هذين احد من السلسلة مفردة واسمه أن بحيث قريبة كائنات

 ليسا الجزيئين أن من الرغم وعلى الأخر الجين مع وتابت مستقر هجين تكوين
 تركيب لتكوين كافية بدرجة بينهما للقواعد تزاوج يحدث أنه إلا تماما، متكاملين

٠(١٩-١٢ )الشكل مستقر هجينى

Heterologous المتجانس غير التنقيب ويستخدم Probingبين التهجين فى 
 وأسمه استخدام يمكن فمثلا المرغوبة. الكلونات على للتعرف متقاربة تتابعات

Cytochrme Cاخر كائن فى الجين هذا عن التنقيب فى اليها، الاشارة والسابق 
Mewrospora النيوروسيرا مثل أخر( جنس )يتبع Crassaعلى نحصل بحيث 

C Clone السيتوكروم  على للاستدلال اشارة لاعطاء كافيا يكون قواعد تزاوج
٠ -ب(١٩-١٢ )الشكل النيوروسبرا مكتبة فى

 على للتعرف المتجانس غير التنقيب استخدام يمكن أخرى، جهة ومن
 حالة فى يحدث كما مختلفة اصناف فى ولكن مثلا كالقمح الكائن نفس فى جينات
٠ -ج(١٩-١٢ )الشكل اليها الاشارة السابق الجليادين جين واسمة

٤٤٣



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 تركيب مكوثا كافي تزاوج
 مستقر مزدوج

 أ ن د من قريبتين سلسلتين بين التهجين )أ(

 الأنواع بين المتناظر غير التهجين )ب(
 )معلم( الخميرةC سيتوكروم جين

 .٤ه!·
\

 النيوروسبرا جينات مكتبة

 الواحد النوع في المتناظر غير التهجين)(

cDNAمعلم( الجليادين( 

:4
(

 القمح جينات 'مكتبة

 محتمل كلون
 السيتوكروم لجين
 النيوروسبرا في

 عائلة من أعضاء
 جينات متعد

 الجليادين

Hetcrologous Probing  المتناظر غير التهجين(:١٩-١٢) الشكل

 المتسلسل: البلمرة إنزيم تفاعل
Polymerase Chain Reaction (PCR);
H Vitro Mullis الأنبوب فى الكلونة مفهوم الى١٩٨٥ عام  توصل يعد

Cloningلتقنية وتقديمة PCRالثلث فى حدثت التى الاكتشافات وأعظم أهم من 

٤٤٤



 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

 الحديثة التقنيات مجال فى هائلة طفرة احدثت حيث ، العشرين القرن من الاخير
 ابحاثهم تطوير على الباحثون ساعد مما الجزيئية البيولوجيا فى المستخدمة

 من والدقة، بالسهولة تتميز والتى التقنية، لهذه لما نظرا مسبوقة غير بطريقة
 المختلفة. البيولوجية المجالات فى متعدده تطبيقات

Selective منتخب اكثار إلىPCR ويؤدى Amplificationمختاره لمنطقة 
 بشرط للأكثار د.ن.أ جزى أى من منطقة أى اختبار ويمكن د.ن.أ. جزى من

 امكان إلى ذلك يؤدى حيث المنطقة، هذه حدى عند النيوكلتيدية التتابعات معرفة
Pair البادئ من زوج تكوين of Pmersالنيوكلتيدات من محدود عدد من مكون 

 فى النيوكلتيدات تتابعات تكون بحيث نيوكلتيده٢٠ عن يزيد ولا١٠ عن يقل لا
 المراد المنطقة حدى احد على الموجودة لتلك مكملة الزوجين بادئى احد

 بهذه المحيط الاخر للحد مكمل الاخر البادئ يكون حين فى )اكثارها( مضاعفتها
 الحدود وهذه البادئ بين التهجين يتمPCR تجربة اجراء عند وبذلك المنطقة
 بمساعدة وسريعة دقيقة بطريقة بينهما للمنطقةAmplificution تضاعف يحدث
 وهو العالية الحرارة بدرجات يتأثر لا متخصص د.ن.أً بلمرة انزيم

.Taq Polymerase l

 زوج اليه مضاف القالب د،ن.أ الانبوبة فى يوضعPCR تجربة ولبدء

,A,T الأربعة النيوكلتيدات من ومخلوط المتخصص البادئ C,Gكلوريد ومحلول 

 ويتمTa وPolymerase وانزيم لتر(/ ميكروجرام٧-٣) معين بتركيز المغنسيوم

 درجة برفع يبدأ والذى المناسب البرنامج ويختار ،PCR جهاز فى تحضينة

 خفض يليها القالب، د.ن.أ سلسلتى وفصل د.ن.أ لدنترة "م٩٤ إلى الحرارة

٤٤٥



 ه للجينوم الجزيتية البيولوجيا

 تتابعات بين والتزاوج التهجين ليتم درجة "م٦٠-٥٠ الى للحرارة تدريجى
 تضاعفها. المراد المنطقة حدود مع البادئ

Ta  و انزيم نشاط بدء فى للمساعدة م٧2 إلى الحرارة درجة رفع يتم ثم
 منحنى(٢٠-١٢) الشكل ويبين المرغوبة. المنطقة على جديدة سلسلة لبناء

 يؤدى مما دورة٣٦-٢٥ العملية هذه تستمر وهكذا.PCR فى الحرارى التدرج
 تحليل يتم التجربة من الانتهاء وبعد د،ن.أ. قطعة من نسخة ملايين عدة بناء إلى

 والصبغ الأجاروز جيل على الكهربى بالتفريدAmplificantion التضاعف نواتج
Ehtidium بروميد ايثديم بمادة Bromide٠(٢١-١٢ )الشكل

 فحصها ويتم ناقل بلازميد فى تكلون أن التضاعف لنواتج يمكن كما
 د.ن.أ. تتابعات تحليل مثل القياسية بالتقنيات

٤٤٦



 ب للجينوم الجزيتية البيولوجيا

100 م

90+

80H
O جي
 سه م

 م

 ة70 ي

 و
60

50H

Denatuation
(1 min)

٢  ة١
١١
١١
١١

١١
١١

 إ م لمسه أ إ
(2min)إ١ 

١١
 ا ا

١١
١١

١1
١١
١١

١١
١١

 اا
Annealing
(1 min)

2
١
3 4 5

±
6

 ر
7

T7me (mins)

PCR  فى الحرارى البرنامج منحنى(:2٠-١٢) الشكل

٤٤٧



 لليوم الجزيئية البيولوجيا-

 بايب
 ته٠>5

 ,كحبج
«)\٥N ٨٣٠١٦ وة انزيم أضف

 معدمصصصممسمينا
 جديدة سلسلة بناء

 رسmحصصمممممممممد
 الدنترة/ )ب(

٩ا٥٣و٠

 ا٨اسداللسسل

 م٨٠٠٠٠١٠١٢-

 ااىاا٨ا٨ااااااىا٨٨قد

] البناء من الثانية الدورة )ج(

 لمممممممممر-
 الدورة بmmمممحمسمحييص.نواتج الاصذ التالب

 mممدمددمدممد ر الأولى mممممميصء ت

 الشظايا من متضاعف تراكم

٢٦٨"-٢ دورة:٢٠ بعد
 شظية مليون

 النواتج على التعرف )د(

PCR  نواتج

Agarose gaا Sie markers

(PCR)  المتسلسل البلمرة تفاعل(:٢١-١٢) الشكل

٤٤٨



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

:PCR  تجارب فى توافرها الواجب الشروط
 للمنطقة وصحيحة دقيقةPCR تضاعف نواتج على الحصول يتم لكى

: يأتى ما مراعاة من لابد اكثارها، المراد
 المناطق إلى فقط يتجه بحيث وصحيحا دقيقا البادئ تصميم يكون أن ا-

 المطلوبة التضاعف نواتج على الحصول لضمان القالب فى المستهدفه
 فقط.

 يزيد ولا نيوكلتيدات ا٠ عن يقل لا بحيث مناسبا البادئ طول يكون أن-٢

 فى مرغوبة غير تضاعف نواتج على نحصل لا حتى نيوكلتيده٢٠ عن
 حالة فى التضاعف نواتج في شديد خفض أو جدا القصير البادى حالة

. جداً الطويل البادئ
 المختار البرنامج حسب الحرارة درجات لمنحنى الدقيق التطبيق مراعاة-٣

 المثلى الحرارة عنAnnealing التهجين حرارة ارتفعت لو إذPCR فى
 نواتج ايه على نحصل لا وبالتالى والقالب البادئ بين تهجين يحدث فلن

 الدرجة عن الحرارة درجة كثيرا انخفضت إذا صحيح والعكس ، تضاعف
 للبادئ صحيحة غير مواقع فى خاطئ تهجين ذلك عن فسينتج المطلوبة

Mismatched القالب على hybridنواتج على ونحصل PCRغير 
 صحيحة.

 نواتج: تحليل طرق
Analysis oF PCR Amplification Products PCR:

 الكهربى. التفريد-١
 الكلونة.-٢
 النيوكلتيدية. التتابعات تحليل-٣

٤٤٩



 لليوم الجزيئية البيولوجيا

:PCR  لنواتج الكهربى التفريد أولا:
 من جزء بأخذ لها أولى اختبار يتم التضاعف نواتج فإن الاشارة سبق كما

 حزمة ظهور ويدل الكهربى. بالتفريد اجاروز جيل على وتفريده التفاعل ناتج
 من اكثر ظهرت إذا أما التجربة. نجاح على المتضاعف الناتج تمثل واحدة
 التجربة فى اخطاء حدوث على يدل ذلك فإن بالمرة حزمة تظهر لم أو حزمة
 اعادتها. من ولابد

 لجيل الكهربى التفريد فيها يستخدم حالات هناك فإن ذلك إلى بالاضافة
 منها:PCR نواتج عن أكثر معلومات على للحصول الاجاروز

Restriction محددة قطع مواقع وجود من التحقق أ-يمكن Sitesعدمة من 
Restriction PCR محدد قطع بإنزيم  ناتج بمعاملة المتضاعفة المنطقة فى

Endonuclase(٢٢-١٢ )الشكل الكهربى بالتفريد العينة جريان قبل
(PBR التقنية هذه على ويطلق PCR-Based RFLP)البدائل من وتعد 
 د.ن.أ من صغيرة كمية إلى تحتاج حيثRFLP لتقنية والسريعة السهلة

.Southemn Blotting  النقل استخدام إلى تحتاج ولا
 دراسة وفى الحينومية الخرائط استنباط فى الطريقة هذه وتستخدم

. بعد سيأتى كما الوراثية الامراض
DNA لعملية الأساس Profilingعلم فى المحورية التقنيات من وهى 

 بعد. سيأتى كما )العدلى( الشرعى الطب

٤٥٠



 لليوم الجزيئية البيولوجيا

 يي يض و
R PCR

 م
١ 2
 -إ· ا

PCR

\

-٠·
PCR

2/ 31
 ت,تتت

 القالب أ ن د جزى عن معلوماتPCR لنواتج الكهربى التفريد يعطى(:٢٢-١٢) الشكل
.R ICK الموقع عند يقطع الذى بالإنزيم القطع محدد غير  نائج التوالى على يبين وا ا المضمار

 المنطقة فىInsertion إضافة على محتويا القالب أ ن د يكون عندما النتيجة٣ المضمار يبين
.Amplified  المتكاثرة

 المتكاثرة. المنطقة فى جزء فقد قد القالب أ ن د يكون عندما النتيجة4 المضمار يبين

 جزى فىDeletion حذف أوInsertion اضافة طفرات وجود عن الكشف ب-
Length الطول" "طفرة عليه يطلق فيها د.ن.أ Mutationتكون والتى 

:PCR  نواتج كلونة ثانياً:

 مكتبة لتكوين بلازميدات فىPCR نواتج كلونة النظرية الناحية من يمكن
 البلمرة نواتج أن منها الصعوبات بعض توجد العملية الناحية من أنه إلا جينات

٤٥١



 لليوم الجزيئة البيولوجيا

 مكونة الادينوسين من اضافية بنيوكلتيدة مرتبطة نهايتها تكونTagl بانزيم
Overhangبإستخدام الصعوبة هذه على التغلب ويمكن الكلونة. عملية يعيق مما 

 الشكل فى كما واحدةT نيوكلتيدية من ذيل على يحتوى خاصVector ناقل
Tag أن تبين أخرى جهة ومن(٢٣-١٢) Polymeraseبناء أثناء اخطاء يعمل 

 تراكم إلى يؤدى مما النامية السلسلة فى خطا نيوكلتيدة يضع ما أحيانا إذ ، د.ن.أ
 الحذر يقتضى مما بناؤها يتم نيوكلتيدة٩٠٠٠ لكل واحد خطاً بمعدل الاخطاء

Taq انتاج تم وقد(٢٤-١٢ )الشكل النواتج هذه كلونة عند Polymeraseمحتويا 
 هذه مثل تلافى يمكن بحيثProofreeding الأخطاء تصحيح خاصية على

 الإخطاء.

٤٥٢



 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

PGR ٨ ناتج  ب ،

T  بذيل ناقل

 -بإ

PCR T ناتج لكلونة  ذيل على يحتوى خاص ناقل إستخدام}:٢٣-١٢) الشكل

٤٥٣



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 المزدوجةPCR نواتج
 السلسلة-

 مع م ب+ اللحاد
 _كم ناقل

 م
 عشوائية مواقع في أخطاء

;"
 اععا

 إ:،

 صياغتها المعاد أ ن د جزيئات

 على واحد كلون يحتوى قد
 الجز لنفس متعددة نسخ

 الخطأ نفس تحمل وجميعها

 الصعوبات بعض إلىTa و إنزيم من الناتج و أخطاء لحدوث العالى التكرار يؤدى(:٢٤-١٢) الشكل
PCR  نواتج كلونة عند

٤٥٤



< للبيوفم الزيتية البيولوجيا

 د.ن.أ: جزى فى الجين وتركيب موقع دراسة
:Gene Location  الجين موقع تحديد أولا:

 وتتحدد د.ن.ا جزى فى معين جين موقع لتحديد متعدده تقنيات توجد
 فى الطريقة تختلف بحيث د.ن.ا جزى حجم حسب المستخدمة الطريقة طبيعة
 الفاج وكروموسومات بالبلازميدات الخاصة تلك مثل الصغيرة الجزيئات حالة
 فى كما الحجم كبير د.ن.أ جزى على الجين موقع لتحديد المستخدمة تلك عن

 النواة. مميزة كروموسومات

 الحجم: صغير جرئ في الجين موقع أ-تحديد
PBR 322  البكتيرى البلازميد مثل الحجم صغيرة د.ن.أ جزيئات حالة فى

 الحيوى للمضاد للمقاومة المشفر الجين أن الى التوصل المباشر بالانتخاب أمكن
 القطع عن الناتجةR6-5 القطعة كلونات ضمن موجودKanamycin كانامايسين

 بالتحديد نعرف ولكى شظية.١٣ أنتجت والتىEcoRl المحدد القطع بإنزيم
 خريطة على نضعه أن يمكن حتىKan" ال جين يقع الشظايا هذه من أى على

 كهربى تفريد يتم أن أولا لابد ذلك يتم ولكى (،R6-5) للشظية المحددة القطع
 ب(.٢٥-١٢ الشكلR6.5 للمنطقة المحدد القطع لنواتج الاجاروز جيل على
Southem بطريقة نقل عملية ذلك ويلى Blottingمتبوعة -ب(٢٥-١٢ )الشكل 

hybridization بالتهجين التنقيب بعملية Probingحيث -ج(٢٥-١٢ )الشكل 
 الشظية ترتيب على الدالة الموجبة الاشارةAutoradiograpy صورة تعطى

 الآخرى. للشظايا بالنسبةKan" جين على المحتوية

 هذه وضع يمكنR6-5 للقطعة المحدده القطع خريطة وباستخدام وأخيرا
 -د(.٢٥-١٢ )الشكل الخريطة تلك على موقعها فى الشظية

٤٥٥



 للجينوم الجريبة البيولوجيا

 جين مكان لتحديدSouthem النقل تقنية استخدام يمكن أخرى، جهة ومن
 صياغته المعاد د.ن.أ من نسبيا الحجم كبير جزى ضمن مكلون معين

Resrction Reconbinant استخدام أن إلا(٢٦-١٢) الشكل فى كما DNA
Mapingو Southernجزى حجم زاد إذا الجين موقع تحديد عن قاصرا يكون 

 قاعدة.٢٥٠ عن د.ن.أ

٤٥٦



 لليوم الجزيئية البيولوجيا

EcoR R6-5 بأنزيم المقطوع ( لبلازمين الكهربي التفريد أ(

 بالأنزيم المحدد القطع شظايا

Sothem ( ب النقل ب(

."٦ p . --ييي3 {ت سدرسد.،
 جيل

 داعم
 بالواسمة التهجين نتيجة )ج(

(1 رقم )الشظية موجبة أشارة
 للبلازميد المحدد القطع خريطة على الشظية مكان )د(يدد

Kan"  جين موقع=٦ الشظية

 لاEcoRI أنزيم مواقع

Soutlern  بطريقة النقل(:٢٥-١٢) الشكل

٤٥٧



 للينوفم الجزيئية البيولوجيا

 الجين؟ يقع أين صياغته معاد أ ن جزىد

 ناقل

 التهجين

 الجين على محتوية شظية

 مكلون جين موقع لتحديدSouthern بطريقة التهجين إبستخدام يمكن}:٢٦-١٢) الشكل
 صياغته المعاد نسبيا( الحجم )كبير أ ن د جزى من

٤٥٨



 ت للجوم الجزيتية البيولوجيا

 )البدائية(: الصغيرة النواة مميزة فى الكروموسومات فصل ب-
Separting Chromosomes of Lower Eukaryote By Gel Electrophoresis:

 يمكنها لا الاجاروز جيل على العادية الكهربى التفريد طرق أن ثبت
 فى كما قاعدة م ، عن حجمها زاد إذا د.ن.أ بشظايا الخاصة الحزم فصل
 )أو الجزيئات فصل فى عليها الاعتماد يمكن لا ولذلك(٢٧-١٢) الشكل

 الصعوبة هذه على التغلب امكن وقد نسبيا. الحجم الكبيرة الكروموسومات(

Pulsed) يسمى ما باستخدام Field Electrophoresis (PFEأنواع عدة من وهو 

Orthogonal وأشهرها) Field Alternative Gel Electrophoresis (OFAGEوفيه 

Electrodes  الاقطاب من زوجين بين المسار فى تغيير الكهربى للمجال يحدث

 للجي الطولى للمحور بالنسبة45 بزاوية الاقطاب هذه من زوج كل ويقع

Pulsed نبضى مجال ذلك عن وينتج(.٢٨-١٢ )الشكل Fieldيجبر مما 

 تبادل يحدث وعندما للنبضات. تبعا باستمرار اتجاهها تغير على د.ن.أً جزيئات
 الجيل فى د.ن.أ لجزيئات الحركة محصلة فإن منتظمة، بطريقة للمجالين
 مع أنه إلا تقريبا مستقيم خط فى الاخرى النهاية إلى النهايتين احدى من ستستمر

 استقامة يعيد أن د.ن.أ جزى كل على فإن المجال اتجاه فى يحدث تغيير كل
 فى نقطة اهم ذلك ويعد الهجرة. فى يستمر أن قبل"٩٠ بزاويةRealign حركته

 تعمل أن )القصيرة( نسبيا الصغيرة الجزيئات باستطاعة يكون حيث النظام هذا
Realingnmentالقصيرة للجزيئات يسمح مما الأطول الجزيئات من أسرع 

 الوصول التقنية بهذه أمكن وقد الجيل. نهاية إلى أكبر بسرعة والتقدم بالحركة
 عدة إلى طولها يصل قد جزيئات فصل على الجيل قدرة فى هائلة زيادة إلى

 بهذه الخميرة كروموسومات فصل -ب(٢٨-١٢) الشكل ويبين قاعدة. ك الاف
 التقنية.
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 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 التقليدي الكهربي التفريد )ا(جيل

e

٥
 التفريد معدل على أ دن حجم تاثير )ب(

-٥
1- وود
 ر- و­
.4
 م9
 ر-.

 الساعات عددx التفريد مسافة

 سر,ا ير:صبيةا
 ق ك٥٠ من أكبر أ ن د جزينات

 إ يا جر ر:ي
 معين حجم أفي دن

 التقليدى الكهربى التفريد جيل محددات(:٢٧-١٢) الشكل
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 ص للجينوم الجزيئية البيولوجيا

OFAGE ( ا(جهاز

:
 ,م٥

OFAGE ( بجهاز الخميرة كروموسومات فصل ب(

 الكروموسومات أرقام

(0FAGE)  التبادلى أورئوجونال بجهاز الكهربى التفريد٤(٢٨-١2) الشكل

 كل من د.ن.أ وتنقية عزل فى ايضا التقنية هذه من الاستفادة ويمكن
 هذه تكون وبالطبع كروموسومية جينية مكتبات وتكوين حدة على كروموسوم

 الجينومية المكتبة فى عما بها الخاصة الكلونات عدد فى بكثير اصغر المكتبات
Southemn  نقل يمكن فإنه ذلك، إلى بالاضافة معها. التعامل السهل من يجعل مما

٤٦١



- للجينوم بتية الجز اليو/وبا

 للجينات تعريف واجراء نايلون أو نيتروسيليوز غشاء على د.ن.أ لحزينات
 القياسية. التحليل بطرق الكلونة

 فى التهجين بطريقة النواة مميزة كروموسومات على الجين موقع تحديد ج-
:ln Sit Hybridization  الموضع

 جزيئات طول يزيد حيث الراقية النواة مميزة كروموسومات حالة فى
 أن نجد الراقية، والنباتات الثدييات فى كما قاعدة كيلو الف ه٠ فيهاعن أ د.ن.
PFEتحديد يمكن لذلك الحجم. الكبيرة الكروموسومات تلك مثل فصل يمكنه لا 

.I Situ Hybridization  الموضع فى التهجين بتقنية الحالة هذه فى الجين موقع

 موقع إلى بالاضافة الجين يقع كروموسوم أى على تحديد بها يمكن حيث
 نفسه. الكروموسوم على الجين

 الميوزى الاستوائى الدور كروموسومات تفريد فى الطريقة وتتلخص
 هيدروكسيد ومحلول الريبونيوكليز بانزيم ومعاملتها ميكروسكوبية شريحة على

 التحضير الى ويضاف د.ن.ا جزيئات ودنترة ر.ن.ا لهدم الصوديوم
 تهجين يحدث حيث موقعة تحديد المطلوب للجين مشعة واسمة الكروموسومى

 بالتصوير عنه الكشف يتم والذى الكروموسوم على والجين الواسمة بين
(.٢٩-١٢ )الشكلAutoradiography الذاتى بالاشعاع

٤٦٢



 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 صبغ طراز
 ه الحزم

 الاستوائي الدور في الإنسان )أ(كروموسومات

 ا رقم الكروموسوم

 م±خلا:;f} عد٣(2
١"4 ,اجز
·٤ لا

 لا
10 pm

 الموضع في التهجين )ب(

 زجاجية شريحة-·
 مثبتة خلايا عليها

 بوءء أ
 وسوسه إ{ ه ز! على الكثون الجين رف,

 ر' رم

1n Siu Hybrldization  الموضع فى التهجين(:٢٩-١٢) الشكل
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 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 مرتبط فلورسنتى كاشف باستخدام المشعة الواسمة عن الاستعاضة ويمكن
 ميكروسكوب باستخدام مباشرة التهجين على التعرف يمكن بحيث ببلواسمة

Fluorescet فنورسنتى Microscopeمختلفة بالوان فلورسنت استخدمت وإذا 
Fluorochromesالوقت نفس فى واحد جين من أكثر على التعرف يمكن فإنه 

 هذه على ويطلق مميزة لونية اشارات الفلورسنت من نوع كل سيعطى حيث
.(FISH) Fluorescent In Situ Hybridration  التقنية

:DNA sequencing  د.ن.أ جزى فى النيوكلتيدية التتابعات تحليل
 المستخدمة التقنيات أهم من النووية الاحماض تتابعات تحليل طرق تعد

 النيوكلتيدات لترتيب الدقيق التحديد بها يمكن والتى الجزيئية البيولوجيا مجال فى
 تحليل طرق أن من الرغم وعلى د.ن.أ. من قطعة فى مستمرة تتابعات فى

 السبعينات أوخر أن إلا الماضى القرن من الستينات بداية منذ بدأت التتابعات
 د.ن.أ. تتابعات لتحليل وفعالة سريعة تقنيات ظهور شهدت

:CHain 'Termination Method  السلسلة بناء أنهاء أ-طريقة
Sanger استنبطها وقد and Coulsonسلسلة استخدام الطريقة وتتطلب 

 وحيدM13 ناقل فى السلسلة هذه مثل كلونة تتم ولذلك عليها للبناء مفردة د.ن.أ
DNA بانزيم عليها المكملة د.ن.أ سلسلة بناء يتم بحيث السلسلة Pol Iأنزيم أو 

Sequenase.بادئ وجود إلى الامر ويحتاج Primerبدء الأنزيم يستطيع لكى 
 المعروفة الاساسية العناصر من التفاعل مخلوط ويتكون(٣٠-١٢ )الشكل البناء
dNTP's العادية الاريعة النيوكلتيدات فيها يتوفر بحيث د.ن.أ لبناء A,C,G,Tمع 

 المخلوط هذا توزيع مع بالاشعاع معلمه النيوكلتيدات هذه إحدى تكون أن مراعاة
.T,G,C,A :  الحروف وتعطى انابيب أربعة فى

٤٦٤



 للجينوم الجزيتبة البيولوجيا

 البادئ )أ(يضاف

M13 M813 الناقل في محمل الجين

Ane .  ب»برعم يمرر
 -و- -و ر ا[ أ

١١١  -م·٥-6-٥ -م٥- ,د -يم'G- '@بر
١١١١ ر٩-٨١ 6coo٥

i٧'٠H ٤c د
 ا٢

 نأ+ بلمرةد أنزيم
 العادية الأربعة النيوكلتيدات

ATP + ديديوكسي

H٣٩

 ذرة فيه تحل الذي الموقع
 مجموعة مكان هيدروجين

dNTP  في هيدروكسيل
 السلسلة بناء )ج(

 ب.----
 جميع تتتهي زأزه ::ز:

 '}ند الجديدة =السلاسل ز:ززق•ATP ديديوكسي
 دبولى ب :ن،
،·٢

١ATP
 بادئ

 الذاتي الإشعاع )د(صورة

 قصيرة شظايا

 أ ن د سلسلة بإنهاء أ ن د تتابعات لتحليل سانجروكولسون طريقة(:٣٠-١٢) الشكل
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 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

 يضاف انبوبة كل فى الاربعة النيوكلتيدات مخلوط إلى وبالاضافة
Dideoxy OH' وتسمى3  مجموعة منها منزوع معدله واحدة نيوكلتيدة

Nucleotideلعدم نظرا الجديدة د.ن.أ سلسلة استطالة عملية عندها تتوقف والتى 
 النيوكلتيدة لإضافة البناء عملية تحتاجها والتى بها حرةOH'3 مجموعة وجود

 النيوكلتيدة لهذه الانزيمية الاضافة يتم اينما يحدث السلسلة انهاء أن أى التالية.
Dideoxy علىA الانبوبة فى المخلوط احتوى وإذا المعدلة. ATPالإنهاء فإن 
 وتكون القالب، السلسلة تتابعات طول علىT النيوكلتيده مع تتقابل عندما سيحدث
 الأطوال المختلفة الجديدة السلاسل من مجموعة على الحصول هى النتيجة
Dideoxy المعدلة بالنيوكلتيدة ينتهى منها كل أن فى تشترك ولكنها A، نفس 
Dideoxy باضافة ولكنC الأنبوبة فى سيحدث الشئ Cوالانبوبة Gبأضافة 

.Dideoxy T T بأضافة Dideoxy والانبوبة G

 سلاسل مجموعة من الاربعه الانابيب لمحتويات الكهربى التفريد ذلك يلى
 الذاتى، بالاشعاع التصوير باستخدام ويمكن جنب. إلى جنباOligo د.ن.أ

 كالاتى أعلى إلى الجيل اسفل من قرائتها تتم حيث التتابعات على التعرف
(.٣١-١٢ )الشكل

٤٦٦



 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

A

Direction of
eleclrophoresis

T G c

ATTGCGATTCGddC
ATTGCGATTCdoG
٨TTGCGATTedC
ATTGCGATddT
ATTGCGAdoT
٨TTGCGcaA
AITGCaaG
ArTGeac

ATToG

٨٢٥T

A1T

ddA

DideoxyNTP

 السلسلة. إنهاء طريقة من الناتج للجيل الذاتى الإشعاع صورة قراءة كيفية(:٣١-١٢) الشكل
 ريبونيوكلتيد. ديوكسى الأربعة من واحدة وجود فى السلسلة بناء عن الناتجة الشظايا على مضمار كل يحتوى

 وصاعدا الحجم فى شظية بأصغر أسفل من مبتدأً شظية كل فيه تتكون الذى المضمار بتحديد التتابع قراءة تتم

 الجيل صورة فى بالتدريج

 تمثل والتى الأربعة الأنابيب مخاليط نواتج بين حزمة أخف أولا تحدد
 بمعنىA عند ذلك وليكن عندها السلسلة انهاء تم التى د.ن.أً من شظيه اصغر

 ثانى عن نبحث ثم.A هى التتابع فى نيوكلتيدة أول تكونA المسار فى أنه
 عن فقط واحدة نيوكلتيدة بمعدل طولها يزيد والتى التحرك فى شظيه اسرع

T T هى التتابع فى الثانية النيوكلتيدة تكون وبذلك  المسار فى أنها فنجد سابقتها

٤٦٧



 للجينوهم الجزببة البيولوجيا

 الى اسفل من القراءة عملية وتستمر.AT هو النقطة هذه عند التتابع ويكون
 قراءتها ويصعب متداخلة السلاسل فيها تكون نقطة إلى نصل حتى أعلى

 صوره من نيوكلتيدة ؟٠٠ لحوالى تتابعات قراءة تنتج الطريقة هذه فإن وعموما
Autoradiograph  واحده ذاتى اشعاع

:Chemical degradation of DNA  الكيماوى الهدم طريقة ب-
Maxam الطريقة هذه استنبط and Gilbertإلى الطريقة هذه وتحتاج 

 الناقل فى الكلونة الى تحتاج لا وبذلك السلسلة مزدوجة دن.أ قطع استخدام
MI3هدم ولكن البناء ليس الطريقة هذه فى الأساس لأن نظرا بادى إلى ولا 
 موجهة كيماوية محاليل باستخدام بالفعل الموجود السلسلة ثنائى د.ن.أً جزى

 بالفوسفورLabeling التعليم اولا ويتم معينة. نوعية نيوكلتيدة عند قطعه ليتسنى
 ثم تتابعها، تحليل المراد السلسلة مزدوجه د.ن.أ لقطعة5 النهاية' عند"P المشع

(DMSO يضاف Dimethylsulphoxide)م٩٠ درجة على التسخين ويتم 
 فصل ذلك يلى د،ن.أً. جزى ودنترة المزدوج الحلزون تفكيك إلى ذلك ويؤدى

 من قليلا اثقل تكون السلسلتين احدى أن اساس على الكهربى بالتفريد السلسلتين
 وتنقية فصل ويتم البيورينات. من أعلى نسبة على احتوائها اعتبار على الأخر

 محاليل بإحدى عينة كل وتعامل عينات اربع إلى تقسيمها يتم ثم السلسلتين احدى
 فى تعديل تحدث الكاشفات من مجموعة أول فإن الحقيقة وفى القطع. كاشفات
 هذه عند للقطع معرضة تجعلها بحيث لها المتخصصة النيوكلتيدة تركيب

 التعديل عملية وتتم.Piperidine البيبريدين مادة اضافة عند النيوكلتيدة
Modificationالقطع وتفاعل Cleavage Reactionتؤدى قياسية ظروف تحت 

 بالفوسفور المقطوعة الشظايا بعض وتحتفظ السلسلة. فى واحد قطع احداث إلى
 النيوكلتيدات تتابعات على التعرف يمكن ، الكهربى التفريد وبعد.5 ا.P المشع
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 للجينوم الجزيتية البيولوجيا

 إلى اسقل من التتابع قراءة وتتمAutoradiograp اy الاشعاعى الذاتى بالتصوير
٠(٣٢-١٢ )الشكل البناء انهاء طريقة فى الشرح سبق كما اعلى

 السلسلتين وفصل بالإشعاع التعليم )أ(

 جيزاه ي" ، ""لإ;يويي
 مصممح بصعب
 /تممة
/pلا o 5 c%90 معلمة نهايات

 لبس ذو· سمة 'عد

 الثقيلة عن الخفيفة السلسلة تفصل )ب( ه مفردة سلاسل
: معلمة

 السلسلتين

 الكسر تفاعلات

 و٤
etcم٦ 

 و٢
 م٢

 ي٢

 مم
٥ م  ري ، م

٥ ر

 السلسلة كسر )ج(

 للجيل الذاتي الإشعاع )د(صورة

 الكيماوى بالهدم أ ن د تتابعات لتحليل وجلبرت ماكسام طريقة(:٣٢-١٢) الشكل
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 لليوهم الجزيتية البيولوجيا

:Sequencing PCR Products PCR  نواتج تتابعات تحليل
 من الناتجة الشظايا تابعات تحديد إلى الأحيان اغلب فى الأمر يحتاج

PCRتقنية استخدام مع الشظايا هذه كلونة طريق عن ذلك اجراء نظريا ويمكن 
 هذه بكلونة الخاصة للمشاكل نظراً أنه إلا اليها. الاشارة السابق السلسلة انهاء

 كلونة بدون!irec! مباشرة تتابعاتها تحليل يتم أن الأفضل من فإنه الشظايا
Chain السلسلة أنهاء تقنية باستخدام Terminauionتتطلب التقنية هذه أن وحيث 
 المستخدم البادئ فى تعديل عمل يمكن فإنه د،ن.ا، من مفردة سلسلة استخدام

 يتم تم عادى. والأخر المغناطيس من بقطعة مرتبط الزوجين احد يكون بحيث
PCR PCR برنامج نهاية بعد السلسلتين فصل يمكن ويذلك  جهاز فى الاكثار

 انهاء بطريقة التتابعات تحليل اجراء ذلك بعد (ويتم٣٣-١٢) الشكل فى كما
 السلسلة.
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 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 السلسلة بادئات
٥ا العلوية

،
 م
 ه م

٠ تته--
 يفعم ستحتمى

 ;مب بقممى
 Kدددمدحصء

 +إ
 يببي ب

 سح
 مد-م
٣ ي
 مي

 بلا لا

 الممغنطة المفردة السلاسل تفصل
@

،
 د.
 سي ه د

 ج

 مزدوجPGR ناتج من أ ن د من مفردة سلسلة من نقية عينة على للحصول طريقة(:٣٣-١٢) الشكل
 مزدوجةPCR نواتج دنترة تتمPC٢ دورات إنتهاء وبعد ممغنطة بحبيبات البادئين احد تعليم يتم السلسلة.

 الممغنطة غير تلك من الممغنطة السلاسل تفصل و السلسلة
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 س للجينوم الجزية البيولوجبا

 عليها ويطلقPCR نواتج تتابعات لتحليل وسهلة بسيطة تقنية وتوجد
Thermal Cycle Sequencingبين الجمع وتتضمن PCRالنواتج تابعات وتحليل 

PCR  لمخلوط مشابة للتفاعل مخلوط يستخدم التقنية هذه وفى واحد، تفاعل فى
Single واحد بادى استخدام أولهما هامين اختلافين مع Primerوليس فقط( 

 تحدث أن يمكن لاPCR لتقنية المميزة الاكثار عملية أن ذلك ومعنى زوج(
 أكثارها سيتم التى هى القالب د.ن.أ من واحدة سلسلة أن هو يحدث ما كل ولكن

 متسلسل يكون التفاعل لأن نظرا الاكثار هذا استمرار من ولابد عديدة. نسخ الى
Thermally حراريا Cycledفى يحدث ما مثل تماما PCR، والفرق 

 التوازى على مرات اريع يجرى المعدل التفاعل هذا أن هو الثانى الاختلاف أو

,O) مختلفةDideoxy معدلة نيوكلتيدة مع مرة كل وفى C, T, A)يؤدى مما 

 المعدلة النيوكلتيدات هذه من عندكل الجديدة الشظايا بناء انهاء إلى

 انهاء تقنية حالة فى كما للنواتج الكهربى التفريد ذلك يلى٠(٣٤-١٢ )الشكل
 السلسلة.
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+ فقط واحد بادئ باستخدام
dideoxy

3'

5'
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 ا٠e د

ddA

ddA-٣ا
ddA

BddA

PCR . تحضير يتم Thermal Cyele Sequencing  بطريقة أ ن د تتابعات تحليل فى الأساس(:٣٤-١٢) الشكل
nideory نيوكلتيدة ديوكس داى واحد البادئات( من زوج )وليس فقط واحد بادئ إضافة مع NTPيحدث حيث 

 كولسون( سانجر بطريقة) البناء إنهاء سلاسل من العديد إلى القالب سلاسل لأحد بناء
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 للجينوم الزيتية البيولوجيا

 من وبدلاAutomated بجعلها التتابعات تحليل عملية تطوير تم وقد
 بربط يتم والذى الفلورسنتى بالتعليم عنه استعيض بالاشعاع التعليم استخدام

Dideoxy Different قاعدة لكل مميز Fluorochrome  مختلف بلون فلورسنت
 متابعة وتتم(C مع وأخضرO مع وأصفرT مع وأزرق٨ مع أحمر )مثلا

Imaging من خاص بنوع الفلورسنت اشارات Systemكمبيوتر استخدام يتضمن 
 نواتج وضع ويتم الباحث. نظر على الاعتماد من بدلا د.ن.أ تتابعات لراءة

 كشاف على وامرارها الكهربى التفريد لنظام واحدة شعرية انبوبة فى التفاعل
Fluorescent فورسنتى Detectorالمنبعثة الفلورسنت الاشارة نوع يحدد الذى 

 تتابعات إلى المعلومات بتحويل يقوم الذى للكمبيوتر النتائج ويغذى حزمة كل من
 للقيام الكمبيوتر فى تخزن أو لفحصها التتابعات طبع ويمكن المقابلة. د.ن.أ

(.٣٥-١٢ )الشكل أكثر بتحليلات
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 ب للجينوم الجزيئية البيولوجيا

 بالفلورسنت معلمة البناء إنهاء )ا(سلسلة

٥-- -- -- -- dd٨ lluore5CetUe

 البناء منتهية السلاسل تحديد )ب(
٣dr١A

٥ddT تعريف نظام
٣ddC ,  ة ب::هm,رمم

 مdeA كخاف
ddGم 

 الكشاف فى السلاسل تمر

 الأوتوماتيكي التتابعات تحليل ناتج يطبع)(
٦٠ ه س3-٥ ي ابي٥٠ /ي٣٧-« يد،اي ب٥٨٩٠« ""٠3٤٦٤٠+٢٩٤٩٩٩٦٦٠6٧٥٩3٩5٦٦6 ة٦76٧٧٦ ج:7 ة٩7٦٦6٦٥٠٢٥٦٥٦٥٩٦'?٦٩٦٦6 ة٦٦6٤٩٦5٢7٦٩٤٩-٠٠٠٦٠

!١١١٨١٧٠٠.٠ ا١٧٠١

 أوتوماتيكيا: أ ن د تتابعات تحليل(:٣٥-١٢) الشكل
Dldeoxy من كل تعليم يتم أ- NTPفلورسنتى. بكشاف 
Dldeoxy من كل تعليم يقم ب- NTPالمنتهية تمييزالساسل يمكن بحيث اللون مختلف فلورسنتى بكشاف 

.Deueeuمr  الكشاف على مرورها أثناء البناء
 الكمبيوتر. من مطبوعة أ ن د لتثابعات مثال ج-

٤٧٥



 لليومي الجزيتية البيولوجيا•

Automated الأوتوماتيكى الثتابعات تحليل لجهاز ويمكن Sequencerأن 
 أكبر وبسرعة أكثر بيانات يعطى وبذلك ساعتين فى مختلف تتابع٩٦ حتى بقرأ
٧٥٠ تتابع للتحليل الواحد الشوط يعطى حيث اليدوى، بالتحليل ممكن هو عما

 الاتوماتيكى بالتحليل ويمكن اليدوى بالتحليل فقط نيوكلتيدة٤٠٠ مقابل نيوكلتيدة
Robotic واستخدام Systemsأو مسار٩٦ يوجد حيث للمصنع مشابة وبنظام 

٥٠ تتابعات على الحصول بالتوازى معا تعمل اوتوماتيكى تتابع تحليل خط
 قفزة يعد مما للنظام المتواصل التشغيل من يومين مدى على نيوكلتيدة مليون
 التتابعات. تحليل مجال فى هائلة

 د.ن.أ.: من طويلة تتابعات تكوين
 من كبير لعدد د.ن.أ تتابعات تحليل تجارب اجراء خلال من ذلك ويتم

 د.ن.أ جزى من مشتقة جميعها تكون بحيثPCR لنواتج أو المكلونة الشظايًا
Overlapping  متداخلة الشظايا هذه تكون أن ولابد(٣٦-١٢) الشكل أكبر واحد

 التداخلات مواقع على التعرف ويمكن متداخلة. نفسها الثتابعات تكون حتى
Master  الرئيسى التتابع تكوين ويتم الكمبيوتر. باستخدام أو المجردة بالعين إما

Sequenceأو Contig.المتداخلة. الشظايا لانتاج طرق عدة وتوجد بالتدريج 
 محددة. قطع انزيمات خمسة أو بأربع د.ن.أ جزى تقطيع الكلونة قبل يمكن إذ

Sonication  قوية ذبذبات تسليط وهى د.ن.أ جزى لتكسير اخرى طريقه وهناك

 زيادة الى يؤدى مما أكثر عشوائية بطريقة د.ن.أ جزى تقطيع إلى يؤدى مما

 الرئيسى التتابع فى وضعها يمكن متداخلة شظايا على الحصول احتمالات

.Contiguous Master Sequence
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 ر لليوم الجزيئية البيولوجيا

 جبن

 أكبير جزىدن

 شظايا إلى يقطع
 متداخلة

 لا
20Obp

-pz

2z
M13  ناقل في توضع

 م

 إ,/:٤
} بدء

 تنح د عة بز د ا شظية تتابعات تحليل
zتطد 

 طويلة تتابعات بناء يتم

 قصيرة متداخلة تتابعات مجموعة من طويلة أ ن د تتابعات بناء(:٣٦-١٢) الشكل
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- لليوم الجزيئية البيولوجيا

 عدد فى النيوكلتيدة التتابعات تحليل مجال فى هامة نجاحات تحققت وقد
X بكتريوفاج هو تتابعاته تحليل تم كائن أول وكان الجينومات من  وتلاه174¢

SV فيروس تحليل PBR والبلازميد40  تتابعات تحليلات توالت ذلك وبعد.322
 مؤخرا تم وقد٨ وبكتريوفاج البشرية الميتوكوندريا جينوم مثل أكبر جينومات

 ونبات والنيماتودا وسفلا والدر الخميرة لجينومات الكاملة التتابعات تحليل
 للجينوم الكاملة التتابعات تحليل من بالانتهاء وتوجت الارز ونبات الارابيدوبس

 البشرى.

 تحليلات كفاءة فى حدث الذى الهائل التقدم(٣٧-١٢) الشكل ويبين
 المجال. هذا فى تمت التى الانجازات وبعض المختلفة الجينوم تتابعات

[O٩١] نأ٨٠ ا اكشا 

Wareon اعلن & Crickالحلزون 
 لدن.أ المزدوج

 للخميرةrRNA" تتابعات تحليل
Holley  بواسطة

-
 ا

 الكفاءة درجة
 الوراثة مدة داهى الن٨« اقت [ةE٩ا]
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 للجينوم الجزيئية البيولوجيا

wu  بواسطة٨ بكتريوفاج تتابعات تحليل

 السلسلة انهاء طريقةSanger استنبط
Glibert  واستنبط النتابعات لتحليل

 التتابعات لتحليل الكيماوى الهدم طريقة

M13 Messing الكلونة ناقل  استنبط

 تتابعات تحليل نظامHood استنبط
 جزئى اوتوماتيكى

 جينوم أول تابعات تحليلVenter اعلن
 اوتوماتيكية اجهزة فيها واستخدم بكتيرى

robor  الاتى بالانسان تدار بالفلورسنت
 بجهاز التتابعات تحليل مفهوم وقدم

PCR

 تحليل اعلنت للعلماء الدولية المجموعة
 الخميرة بجينوم الخاصة التتابعات

-Perkin شركة Elmerجهاز اخترعت 
 انبوبة٩٦ على يحتوى تتابعات تحليل

 بالكامل اوتوماتيكيا تشغيلة يتم شعرية

 دودة لجينوم الكامل التتابع تحليل
 النماتودا

،-٦

٢-١
 -ا

 ١٠ا
،
-

١--١
٢٦

٢١

 -ي-

 ا1 أ٠ و٠٩٥٩
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 للبينوهم الجزيئية البيولوجيا

 لمناطق الكامل التتابع تحليل
 وسفلا الدر جينوم فى اليوكروماتين

 نبات لجينوم الكامل التتابع تحليل وكذلك
 الارادبيدوبس

 وشركةHGP على القائمون العلماء نشر
Celeraالجينوم للتتابعات مسودة أول 

 البشرى.

 ن الازر جينوم لتتابعات مسودة أول نشر
 أ ن. د. تتابعات تحليل فى الهامة الانجازات بعض(:٣٧-١٢) الشكل

٤٨٠


