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 الملخص:

ينتجه الكبد،  وهو بروتين صغير ،IGF1 عامل النمو الشبيه بالأنسولين من النمط الأول ضبطي
 تتنوع الأعراضحادثات خلوية عديدة تضمن النمو الصحيح لأعضاء الجسم وللجسم بشكل عام. 

من اضطرابات النمو حتى القزامة. وتعالج جميع هذه الأعراض  بدءا  هذا البروتين الناتجة عن عوز 
 ينتج عادةوالذي  IGF1لشكل المأشوب من لعن طريق اعطاء المرضى معالجة معاوضة 

رغم الاستعمال الواسع لأنظمة الإنتاج البروتينية المعتمدة على البكتريا إلى أن البكتيريا. باستعمال 
اوئ هذه المس. يتغلب نظام جديد لإنتاج البروتينات المأشوبة على معظم المساوئ ها العديد من ل

الذي يعتمد على استعمال الليشمانيا بدل البكتريا لإنتاج البروتينات. تتميز  LEXSYوهو نظام 
طي درتها على البإنتاج بروتينات بأشكالها المماثلة للأشكال الطبيعية من خلال قالليشمانيا 

على انجازها لتعديلات بعد الترجمة. تم في هذا العمل استعمال الحامل و  الصحيح للبروتين
pLEXSY   لل ـ رمزة لتنسيل الجين الم IGF1  البشري بشكلين إما وحده أو مدمجا  مع البروتين

الأولى إنتاجه ضمن الخلايا بينما تضمن الثانية إفرازه  نوبطريقتين تضم ،GFP المتألق الأخضر
المرة الأولى التي تنتج فيها هذه البنى بهدف إنتاج البروتين بشكل هي إلى وسط الزرع. تعد هذه 

 في نظام جديد يتجاوز صعوبات إنتاجه في البكتريا. مؤشب
 

، ، البروتين المتألق الأخضر، التنسيلpLEXSY ،IGF-Iحامل  الكلمات المفتاحية:
 الليشمانيا، أنزيمات التقييد
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Abstract: 

Insulin-like growth factor IGF1, a small protein produced by the liver, regulates 

many cellular events that ensure the correct growth of the body's organs and the 

body in general. Symptoms resulting from a deficiency of this protein vary from 

growth disorders to dwarfism. All of these symptoms are treated with replacement 

therapy by giving patients a recombinant form of IGF1, which is usually produced 

using bacteria. Despite the widespread use of bacterial-based protein production 

systems, they have several disadvantages. A new system for producing 

recombinant proteins overcomes most of these disadvantages. It is the LEXSY 

system, which relies on using Leishmania instead of bacteria to produce proteins. 

Leishmania is characterized by producing proteins in shapes similar to natural 

ones through its ability to properly fold the protein and to carry out post-

translational modifications. In this work, the pLEXSY vector was used to clone 

the gene encoding human IGF1 in two forms, either alone or combined with the 

green fluorescent protein GFP, and in two ways, the first of which ensures its 

production within cells while the second ensures its secretion into the culture  

medium. This is the first time that these structures have been produced with the 

aim of recombinant protein production in a new system that overcomes the 

difficulties of producing it in bacteria. 
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 المقدمة: .1
خلايا الكبد تحت تأثير من قبل  like Growth Factor I-Insulin (IGF1)عامل النمو الشبيه بالأنسولين من النمط الأول ينتج 

ي يتميز بوجود ثلاث روابط كبريتية تساعد ف الجزيئية النسبية ةالكتل وهو بروتين صغير، Growth Hormone (GH)هرمون النمو 
Growth-من خلال أثره المحرض للنمو  Systemic body growth بشكلٍ عام نمو الجسم IGF1. يحفز الحفاظ على بنيته الفراغية

promoting effect   عن طريق ارتباطه بمستقبله النوعي )أو ما يعرف بالـ، والذي يمارسه على جميع خلايا الجسم تقريباIGF1 

Receptor    واختصاراR-IGF1).  ينظمIGF1  استقلاب كلا  من الكربوهيدرات، عن طريق أثره المشابه للأنسولينlike -Insulin

effectوالدسم والبروتينات ويتشارك بهذا الأثر في كثير من الأحيان مع ه رمونات أخرى كهرمون النمو والأنسولين ، (Zapf and 

Froesch, 1986). 
evere Sالأولي الحاد  IGF1، فمثلا  يؤدي عوز إلى حدوث أمراض عدة عن التراييز الطبيعية IGF1ت نقص تراييز تؤدي حالا

primary IGF1 deficiency   واختصاراIGFD قد يصل الخلل إلى فشل النمو  ،إلى خلل واضح في نمو الجسم وأعضاءه بشكل عام
Growth failure  وحدوث أنماط مختلفة من القزامة. يمكن ل ـIGFD  أن ينتج عن حالة مرضية ت عرف بمتلازمة لارونLaron 

syndrome ، تعود جميع أعراض هذه المتلازمة إلى انخفاض مستوى وIGF1 جة نتي في مصل الأفراد المصابين بها عن مستواه الطبيعي
 Growthف هذه الحالة بعدم الحساسية لهرمون النمو وت وص   لمستقبل هرمون النمو،الجين الم رمزة عدد من الطفرات التي تصيب 

hormone insensitivity كما يمكن ل ـ .IGFD  أن ينتج عن حالة مرضية مشابهة بأعراضها لمتلازمة لارون تتمثل أيضا  بانخفاض
 IGF1معالجة معاوضة بإعطاء  IGFDج جميع حالات من قبل خلايا الكبد ولكن بنتيجة عوز هرمون النمو نفسه. تعال IGF1إنتاج 

التصلب اللويحي، وإلى أنه يمكن التخفيف  على علاقة بالعديد من الأمراض مثل IGF1من مصدر خارجي. كما أشارت الدراسات إلى أن 
. IGF1 (., 2007et alChesik ; 1996., et alCarel ) من أعراض هذه الأمراض الخطيرة عن طريق إعطاء المرضى جرعات من

ويسوق تحت اسم  Mecaserminي عرف باسم  الذي حيوي ال الدواء الأخرى  الأمراض في علاج بعضو  IGFD أنماط ستعمل في علاجي
أحد حاليا  ، والذي تنتجه Recombinant form of human IGF1البشري  IGF1، وهو شكلٌ مؤشبٌ من Increlexتجاري يعرف بال ـ 

 . ( 1998et alJoly ,.) وهي البكتيريا الدوائيةأهم أنظمة إنتاج البروتينات المؤشبة 
العديد من المحاولات لإنتاجه باستعمال أنظمة إنتاج مختلفة من بدائيات وحقيقيات بداية نظرا  للأهمية الطبية لهذا الهرمون فقد تمت 

على وذلك ، ( 1998et alJoly ,.) بهدف تسويقه كدواء حيوي لإنتاجه  Escherichia coli خلايا البكتيريا من النوعاعتمدت وأخيرا  النوى. 
الرغم من الصعوبات العديدة التي تواجه إنتاجه ضمن هذا النظام فبالرغم من الكميات الكبيرة التي يمكن الحصول عليها بالاعتماد على 

ال لهذا الهرمون  Liquid mediaساط السائلة التكاثر السريع للبكتريا في الأو  إلا أن الحصول على كميات كبيرة من الشكل الوظيفي الفع 
الة وظيفيا  نتيجة الطي غير الصحيح للبروتين ونتيجة  لعدبما يزال بعيد المنال، إذ أن معظم الكميات الم   م نتجة بهذه الطريقة تكون غير فع 

كما بينت الأبحاث أن هناك مشايلٌ أخرى في إنتاج . (Joly et al., 1998) لبنية الفراغية بشكلٍ سليمتشكل الروابط الكبريتية الداعمة ل
كم منحل إذ أن ال بإنتاجه بشكلٍ على علاقة هذا البروتين ضمن البكتريا على علاقة بحجمه الصغير نتيجة كتلته الجزيئية المنخفضة و 

 فة إنتاجهويرفع من كل تنقيتهاللازمة لخطوات الالأعظم من هذا البروتين ينتج بشكل غير منحل ضمن الأجسام الضمية مما يزيد عدد 
(Samuelsson et al., 1994).  

)وهي خلايا مشتقة من كلية جنين  HEK293عملت أبحاث أخرى على إنتاجه في خلايا الثدييات بشكل خاص الخلايا البشرية من النمط 
، استطاعت أن تتوصل إلى رفع نسبة الشكل Human Embryonic Kidney) (., 2007et alChesik ; ., 1996et alCarel )بشري 
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ال بيولوجيا  من الهرمون بالنسبة للكمية الكلية  نة مع حصيلة بينما كانت حصيلة الإنتاج بالمجمل منخفضة بالمقار المنتجة من البروتين الفع 
 .(Consortium, 2008) إنتاجه ضمن البكتيريا

واحدا  من أهم وأحدث أنظمة إنتاج البروتينات ضمن خلايا حقيقيات النوى، والذي LEXSY (stemsypression exeishmania L )ي عد نظام 
. يمتاز هذا النظام (Attarpour Yazdi et al., 2018)من جنس الليشمانيا  Protozoaأحد أنواع وحيدات الخلية الحيوانية يعتمد على استعمال 

 لخلاياا الجديد بجمعه لميزات إنتاج البروتينات في البكتريا من الزراعة في وسط معلق والتكاثر السريع والإنتاجية المرتفعة وميزات الإنتاج في
ت بعد إجراء التعديلا ، بالإضافة إلىوإعطاءها بنية ثلاثية الأبعاد وظيفية بالشكل الصحيحالبروتينات  Folding حقيقيات النوى من طي

حامل يستعمل  .(Niimi, 2012) بشكلٍ مشابهٍ لحد بعيد لخلايا الثدييات للبروتينات المنتجة  Post-translational modificationsالترجمة
pLEXSY  لتحوير الليشمانيا إذ يحوي عناصر تسمح له بإدخال الجين الهدفية بالإضافة إلى إحدى واسمات الانتقاء ضمن جينوم الليشمانيا

. يحوي الحامل تسلسل إشارة يجعل Homologous recombination (Alhrak and Soukkarieh, 2023)وفق مبدأ التأشيب المتماثل 
فرز وإما بشكل م   intracellularالبروتين الناتج مفرزا ، وبحسب استراتيجية التنسيل ضمنه يمكن للبروتين الهدف أن ينتج إما بشكل داخل خلوي 

(Luginina et al., 2023) secreted كما يتميز الحامل باحتوائه على تسلسل سداسي الهيستيدين يدمج مع البروتين المنتج من النهاية .
 Souza) باستعمال أعمدة مثبت على طورها الساين شوارد النيكلالمعدنية الكربوكسيلية مما يسهل عملية تنقيته بوساطة كروماتوغرافيا الإلفة 

et al., 2017).  نظام استعمالتم في هذا العمل LEXSY   رمزة لل ـ لتحضير أربع بنى مؤشبة تحوي الجين الم IGF1  أو وحدها إما البشري
ين مؤشب ينبروتين إنتاجتستطيع هذه البنى ، GFPاختصارا  بالـالذي ي عرف  green fluorescent proteinمع البروتين المتألق الأخضر  ة  مدمج

  .إلى وسط الزرعالثانية الإفراز داخل الخلايا و الإنتاج  الأولى :بطريقتين مختلفتين
 المواد والطرائق:. 2

 (:PCR) تفاعل السلسلي للبوليميرازاستعمال الب  IGF1الجين الم رمزة لل ـ تضخيم تسلسل 

ستخدم ا )محضرة في دراسة سابقة(. pRSET-IGF1 بنية بلاسميدية هي ابتداء  من البشري  IGF1لجين الم رمز تسلسل التضخيم تم 
مما يضمن  proofreadingالقراءة إعادة  الذي يتمتع بفعالية PFU High fidelity DNA polymeraseعالي الموثوقية أنزيم البلمرة

حة pRSET-to-Lexy–R ، والعكسي ة pRSET-to-Lexy–Fالم رئسات الأمامي ة  وشفع من، عدم ارتكابه للأخطاء في تسلسلها الموض 
حيث  ،pLEXYضمن حامل ادخال الجين الهدف المضخمة  نتضم مواقع تقييدتسلسلات لعلى حتوائها باالمرئسات ، تتميز (1 الجدول)

– PCR thermoscycler (BIOERتم  استخدام جهاز المدور الحراري  .لإتمام التفاعل (2 الجدول)تم استخدام المواد المذكورة في 

LifeECO)  ا تبع تفاعل الـ .(3 )الجدولوفقا  لبرنامج التضخيم الحراري الم وضح فيPCR  بالرحلان الكهربائي التحليلي على هلامة
 الأغاروز للتأيد من إيجابية التفاعل. 

 
 والمصممة باستعمال برمجيات المعلوماتية الحيوية PCRأسماء وتسلسل المرئسات المستخدمة في تفاعل الـ  :1الجدول 

 Cloning Primers م رئسات التنسيل 

  

 

 

pRSET-to-Lexy–F  

 

 
pRSET-to-Lexy–R  
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 PCRالمواد التي تم استعمالها في تفاعل الـ  :2الجدول 

 التراكيز النهائية الحجوم مع التراكيز البدائية  Reagentالمواد
DNA  بلاسميد(pRSET   رمزة للـ الم نسل به الجين المIGF1  البشري) 2 µl 100 ng 

 Pfu DNA polymerase-HF (Thermo) 1 µl 2.5 U (2.5U/µlبوليميراز ) أنزيم
 pRSET-to-Lexy–F 1 µl 0.5 µM (µM10) ماميةالأ ةمرئسال
 pRSET-to-Lexy–R 1 µl 0.5 µM (µM10) عكسيةال ةمرئسال

 buffer 2MgCl (Thermo) 5 µl 1 X (10X) دارئة مضاف لها كلوريد المغنزيوم
 لكل نكليوتيدdNTPs (Thermo) 1 µl 0.2 mM  (10mM)حرة نكليوتيدات

 µl 39 ماء مقطر معقم لإتمام الحجم إلى الحجم النهائي
 µl 50 الحجم النهائي للتفاعل

 
 PCRبرنامج التضخيم الحراري لتفاعل الـ  :3الجدول 

 
 :Agarose gel-electrophoresisالرحلان الكهربائي باستخدام ه لام الأغاروز 

ر هلام الأغاروز بتركيزح   من دارئة  ml 100في  (GeneDireX®,USA) الأغاروز مسحوق من  g 1.5 من خلال إذابة %1.5 ض 
TAE  0.5بتركيز X  ه ترك المزيج ليبرد في حرارة الغرفة لتصل حرارتالذوبان التام لمسحوق الأغاروز. وتسخين المزيج حتى الغليان و

كل الفقاعات،  ºC 60إلى نحو  بتركيز  Ethidium Bromide برومايدالأثيديوم ف يضأثم  صب في قالب الرحلان مع الانتباه لعدم تش 
ضع الهلام بعµg/µl 5نهائي قدره  بتركيز  TAEوغمر بالدرائة  (Cosmo bio)تبلمر ضمن مكانه المخصص في جهاز الرحلان الد . و 

0.5 X.  العينات عن طريق إضافة ح ضرت µl1  6من دارئة تحميل X  لكل µl5  من عينةDNA ل م ل في في آبار الهلام، وح   تحم 
 ,DNA Ladder 100bp  (Vivantisأو kb DNA Ladder 1 بحسب العينة المرحلة إما عياري  أول بئر من الهلام واسم 

Malaysia) .  120الرحلان على فولطية ثابتة وقدرها  غ ل جهازش V  النتيجة باستخدام منبع الأشعة فوق البنفسجية  تدقيقة، وقرأ 25لمدة
 الخاص بجهاز موثق الهلام.

 : pLEXYبهدف إكثار نسخ  pLEXYبـ الحامل  جينيا   تهيئة البكتيريا وتحويرها
عقيم في  ml 15ضـــن هذا الم ســـتنبت البكتيري في أنبوب وح   LB mediumمن وســـط زرع  3mlفي  E. coli top10ســـتنبت البكتيريا ا

من وســط  ml 50ف إلى يضــأمن الم ســتنبت البكتيري و  ml 1.5قل ن   ســاعة. 16-12ليلة كاملة لمدة   ºC 37الحاضــنة الرجاجة بالدرجة
 تقريبا . 0.4600nm O.D=حتى ت صــــبح الكثافة الضــــوئية  ســــاعة واحدة في الحاضــــنة الرجاجة لمدة Cº 37 ضــــن بدرجة حرارةوح   LBزرع 

فل الم ســــــــتنبت البكتيري بم ثفلة م بردة ث   دقيقة بهدف إيقاف انقســــــــامها وثبات العدد. 20في الثلج لمدة  بعدها حضــــــــن الم ســــــــتنبت البكتيري 

 الخطوة 

Step 
 درجة الحرارة 

Temperature 

 الوقت

Time 

  عدد الدورات

Number of cycles 
 البدائي فك التشافع

Initial Denaturation 
ºC 94 5 min 1 دورة 

  Denaturation ºC 94 30 sec  فك التشافع

 Annealing 55 ºC 30 secارتباط المرئسات  دورة 35

 Extension ºC 72 min 2.40الاستطالة 

 دورة Final Extension ºC 72 5 min 1 الاستطالة الأخيرة
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من محلول بارد من  ml  20التخلص من الطافي وعل ق الراســــــب بــــــــــــــــــــتم  .Cº 4 عند درجة حرارة دقائق 10لمدة  rpm 4000بالســــــرعة 
2CaCl بتركيز M 0.1  4000فل المزيج بم ثفلة م بردة بســرعة ث   دقيقة. 30وحضــن المزيج في الثلج لمدة rpm دقائق عند درجة   10لمدة

ــــــــــــــع   الطافي. يورم Cº 4حرارة  الخلايا البكتيرية الم هيئة  تزعالبارد. و   20.1M CaCl /% 15من محلول الغليسرول ml  5لق الراسب بـ
  .لحين الاستخدام ºC 80-فظ الفائض عن الحاجة في وح   ml 1.5للتحوير في أنابيب صغيرة 

 :pLEXY بـ الحاملجينيا   E. coli top10 تحوير
نبوب في الثلج الأضــــع مهيئة وو  ال E. coli top10من µl 100 يحوي  بأنبو إلى  pLEXYمن البلاســــميد  µl 4بحجم  ng 60 أ ضــــيف

نبوب في الثلج عند الأوضـــــع  ثانية. 45 لمدة ºC 42ضـــــن الأنبوب بعدها مباشـــــرة بدرجة حرارة ح   دقيقة.  30لمدة ºC 4عند درجة حرارة 
لمدة  ºC 37ضــــــن في الحاضــــــنة الرجاجة بالدرجة لى المزيج وح  إ LBمن وســــــط الزرع  ml 1 فيضــــــأ لمدة دقيقتين. ºC 4درجة حرارة 

من  µl40-60 رش ف   الطافي. يمر   ºC 4 دقائق عند درجة حرارة 7 لمدة rpm 4000فل  المزيج بم ثفلة م بردة بســــــــــرعة ث   ســــــــــاعة واحدة.
ـــــــبعد تعليق الرسابة تقديريا  ب الجيني ناتج التحوير حتوي الأمبيسللين بتركيز نهائي ت LB agarمن وسط الزرع على طبق أغار  µl 150 ـ
100 µg/ml،   37بشكل مقلوب في الحاضنة بدرجة الحرارة بعدها ضن الطبق ح ºC ساعة.16-12 (لمدة ليلة كاملة ) 

 :miniprep من نمط بالتحضير pLEXYاستخلاص الحامل 
رة E. coli top10من بكتريا  pLEXYاســــــتخلص الحامل  باســــــتعمال طاقم  miniprepالتحضــــــير طريقة بعد إيثاره فيها ب جينيا   المحو 

GF-1 plasmid DNA extraction kit ( من إنتاج شــــــــــركةVivantis.) رة بالبلاســــــــــميد مفردة مســــــــــتعمرة  وذلك بعد اســــــــــتنبات محو 
pLEXY 15أنبوب  في ml  3 يحوي ml  من وسط زرعLB 3 المضاف إليه µl  100من الأمبيسيللين بتركيز نهائي µg/ml،   ضن وح

 x g 10.000الم ســـــتنبت البكتيري بالســـــرعة بعدها فل ســـــاعة. ث   16-12ليلة كاملة لمدة  ºC 37في الحاضـــــنة الرجاجة بالدرجة الأنبوب 
المضـــــــــــاف  S1من دارئة التعليق  µl250  حجم قدرهالرســـــــــــابة البكتيرية بتعليق أعيد  الت خلص من الســـــــــــائل الطافي.تم دقائق، و  5لمدة 
ة، ثم  ي نقل المزيج إلى أنبوب تثفيل (10mg/ml) التركيز يذ  RNase Aمن أنزيم µl3 إليها  عت بوات ml 1.5، وتم مزجها جيدا  بالماصـــ 

الاســتخلاص بالتحضــير الصــغير عن طريق الرحلان  التأيد من نجاح عمليةتم  .مراحل العمل بحســب تعليمات الشــركة المصــنعة للطاقم
عند طول  Spectrophotometer  ropdNanoبواســـــطة جهاز  pLEXYتم  قياس تركيز البلاســـــميد .%1أغاروز  في هلام الكهربائي

 .260nmO.Dالموجة 

 بأنزيمات التقييد: pLEXY والبلاسميد IGF1قطع كلّ من الجين المرمزة للـبروتين الـ 
  في هذه المرحلة: الم ستخدمةالمواد 

 Nco I (Biolabs, USA.) (20U/µl)أنزيم التقييد -

 Xba I (Biolabs, USA.) (20U/µl)أنزيم التقييد -

 Kpn I (Biolabs, USA.) (20U/µl) أنزيم التقييد-
 Cut Smart buffer 10X(Biolabs.) دارئة مناسبة لعمل أنزيمات القطع -

حة في )الجدول م زجت  .دقيقة 30-15لم دة  ºC 37في الحاضــــــــنة بدرجة حرارة  الأنبوبووضــــــــع  ml 1.5في أنبوب  (4 المواد الموضــــــــ 
 .حجم تفاعل قطع نهائي µl 50 لكل X 6بتركيز  Gel loading dye الهلاممن صباغ التحميل في  µl10 تفاعل القطع بإضافة  أوقف

تم اجراء تفاعل قطع آخر مماثل تماما   .%1 بتركيز هٌلام أغاروز ضـــمنتم التأي د من نجاح تفاعل القطع عن طريق الرحلان الكهربائي 
 .Xba Iبالأنزيم  Nco Iمع استبدال الأنزيم 
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 Kpn I  و Nco Iالتقييد  يبأنزيم pLEXY والبلاسميد IGF1رمزة للـبروتين الـ القطع قطع كلّ من الجين الم   يالمواد الم ستخدمة في تفاعل :4الجدول 

 

 Reagentالمواد

 IGF1أنبوب تفاعل قطع 
أنبوب تفاعل قطع 

IGF1-GFP 
 أنبوب تفاعل قطع البلاسميد

pLEXY 

التراكيز  الكميات
 النهائية

التراكيز  الكميات
 النهائية

التراكيز  الكميات
 النهائية

IGF1 (60ng/µl) 15 µl 900ng ____ ____ ____ ____ 
pLEXY (310ng/µl) ____ ____ ____ ____ 6.5µl 2010ng 

IGF1-GFP (75ng/µl) ____ ____ 15 µl 1125ng ____ ____ 
 Nco I 1µl 20 U 1µl 20 U 1µl 20 U (20U/µl) أنزيم التقييد

 Kpn I (20U/µl) 1µl 20 U 1µl 20 U 1µl 20 Uأنزيم التقييد 

 Cut Smart buffer 10X 4 µl 1X 4 µl 1X 5µl 1X دارئة

 µl 19 µl 36.5 µl 19 ماء مقطر معقم لإتمام الحجم إلى الحجم النهائي

 µl 40 µl 50 µl 40 الحجم النهائي للتفاعل
 

 :pLEXY( وتنقية ناتج قطع البلاسميد IGF1)للجين المرمزة للـبروتين الـ  PCRتنقية ناتج تفاعل 
 وجود مكان قطع، و min 45ولمدة  V 100وبتطبيق فولطية  1%على هلامة من الاغاروز بتركيز تم إجراء رحلان تحضيري للبلاسميد 

زنت قطعة الأغاروز الحاوية على UVحاد ونظيف بعد تعريض الهلامة لأشعة  مشرط باستخدام الاغاروز على المطلوبة الشدفة . و 
( Gel extraction kit, Invitrogenكمية من دارئة حل الهلام التابعة لطاقم خاص بالتنقية من الهلام )الشدفة المطلوبة وأضيف إليها 

مع تقليب الأنبوب  min 10لمدة  ºC 50بمعدل ثلاثة أضعاف الوزن الناتج عن القطع مقدرا  بالميلي غرام وتوضع ضمن حمام مائي 
وذلك وفق خطوات المنصوح بها من الشركة حلال الهلام، تمت متابعة العمل ، وعند ايتمال انالحاوي على المزيج كل ثلاث دقائق

 .  ºC 20-وحفظ بدرجة حرارة  Nanodropتم قياس تركيز البلاسميد الناتج وتحديد نقاوته باستعمال جهاز. المصنعة
 : pLEXYإلى البلاسميد IGF1-GFPوالبروتين المدمج  IGF1رمزة للـبروتين الـ الجين الم   ادخال

 المواد الم ستخدمة في هذه المرحلة: 
 .10X (Thermo)مع دارئة مناسبة لعمله  T4 DNA Ligase (U/µl 5) أنزيم الربط-

- pLEXY(8475bpمقطوع بأنزيم )التقييد  يXba I ،Kpn I (20.5ng/µl). 

- pLEXY (8396bp) التقييد  يمقطوع بأنزيمNco I ، Kpn I(17.5ng/µl). 

 .Xba I ،Kpn I (20ng/µl)التقييد  يبأنزيم ةمقطوع IGF1جين  -

 .Nco I ،Kpn I (22ng/µl)التقييد  يبأنزيم ةمقطوع IGF1 جين -

 .Xba I ، Kpn I(23ng/µl)التقييد  يبأنزيم ةمقطوع IGF1-GFPجين  -

 .Nco I ،Kpn I (29ng/µl)التقييد  يبأنزيم ةمقطوع IGF1-GFPجين  -

د وفق أنزيمات التقييد التي اســــتعملت في تحضــــير البلاســــمي ادخالأربع تفاعلات في الجين المقطوعة إلى البلاســــميد المقطوع  ادخالتم 
من  1ة المولية النسب إلى ربطدفت إلى أمثلت شروط تفاعلات التم التوصل بعد تجارب عديدة ه .والجين بهدف الحصول على أربع بنى

اســـتعمل حجم نهائي لكل تفاعل  . كماng 50 قدرهافي كل تفاعل و البلاســـميد  منثابتة  كميةانطلاقا  من من الجين،  20البلاســـميد إلى 
 لمدة ســـــاعة، ثم تم إيقاف التفاعل بدرجة حرارة ºC 22ح ضـــــنت التفاعلات بدرجة حرارة وحدة أنزيمة من أنزيم الربط.  U 5و µl 20قدره 
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65 ºC  15لمدة min  اع الخطوات باتب جينيا   بعد ذلك أ جريت عملية التحوير البكتيري  تفاعلات الربط التي أ جريت. 5ويوضــــــــح الجدول
مع الكمية ذاتها من البكتريا المهيئة، من تفاعل الربط  μl 10 قدرها المذكورة نفســـــــــها فيما ســـــــــبق مع اختلاف بســـــــــيط هو التحوير بكمية

 pLEXSY)بلاســـــميد  وإيجابيةمقطوع + أنزيم الربط(  pLEXSY)بلاســـــميد ة شـــــواهد ســـــلبيكالبكتريا بعدة بنى  تإضـــــافة إلى ذلك حور 
هذه  التطرق إلىلم يتم  .مهيئة وغير محورة للتأيد من عدم حدوث أي تلوث E. coli TOP10بكتريا بالإضـــــــــافة إلى زرع  غير مقطوع(

 في النتائج.الشواهد 
 :Colony PCRالتحقق من نجاح التنسيل باستعمال تقانة 

ل ضمن البلاسميد،  PCRتعتمد هذه التقانة على إجراء عدة تفاعلات  لعدد من المستعمرات، يتم فيها تضخيم التسلسل الهدف الم نس 
ضمن  ق خلاياهاتعلي، ويتم فيها مسح مستعمرات مفردة كل منها على حدة، ثم يتم الهدف المرئسات النوعية للتسلسل باستعمالوبذلك 
10 μl  5جيدا ، ثم يؤخذ ماء مقطر وتمزج μl  بشكل قطرة على طبق مرجعي ويتم ترقيم الأنبوب والمستعمرة على الطبق  توضعمنها و

 PCRلتفاعل  الرئيسيةكونات الم  المتبقية  μl 5ويضاف إلى ، ºC 37المرجعي بالرقم نفسه، بعد ذلك ي حضن الطبق المرجعي في الدرجة 
خمت بها الجين الهدف وفقا  للكميات المبينة في الجدول للكشف عن التسلسل الهدف، ثم ت وضع ضمن  5 والمرئسات النوعية التي ض 

 .1%تم ترحيل العينات على هلامة من الأغاروز  PCRوبعد انتهاء تفاعل  جهاز المدور الحراري.
 

 رنامج الذي تم تطبيقه على المستعمرات والب PCRمكونات تفاعل : 5الجدول 

 المواد
 /الحجومالتراكيز

 الزمن درجة الحرارة البرنامج النهائية

MasterMix 

2X 
1X/25 μl 95 البداية ºC 5 min 

F/Primer 10 μM 0.5 μM 

35 
 دورة

 التمسخ
Denaturation 

95 ºC 30 s 

R/Primer 10 μM 0.5 μM 
 التشافع

Annealing 63 ºC 30 s 

 الاستطالة μl 5 المستعمرةمعلق الخلايا 
Extension 

72 ºC 1 min 

 لتكملة الحجمماء مقطر معقم 
 إلى الحجم النهائي

 
 ºC 7 min 72 نهاية الاستطالة

 μl 50 الحجم النهائي

 
 البنى البلاسميدية بإنزيمات القطع: قطع

نزيمات أ، وه ضمت بMaxiprep (Thermo) من نمطتم عزل البنى البلاسميدية من المستعمرات الإيجابية بإجراء تفاعلات التحضير 
 .  1%تركيزب ، ومن ثم أ جري رحلان كهربائي للتفاعلات على هلامة من الأغاروزوبنفس الشروط السابقةاستعملت للتنسل  التي التقييد

 المأشوبة باستخدام تقانة السلسلة:التحقق من صحة البنى 
، وذلك 6الكورية باستعمال مرئسات البلاسميد المبينة في الجدول  Macrogenالمأشوبة في شركة  للبنىالسلسلة  تفاعلاتتم إجراء 

ة المتوفرة في البنوك الجينيالمرجعية نتائج مع تسلسلات الجين الهدف ال، وقور نَت (ABI 3730xl System)باستعمال جهاز السلسلة 
بهدف التأيد من عدم وجود روامز  BLAST المعلوماتية الحيوية ةلبرمجي Alignment Application وذلك باستعمال تطبيق الرصف

 إطار القراءة.  انزياحتوقف مبكرة أو من عدم 
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 والمستعملة في تفاعل السلسلة: اسماء والتسلسلات النكليوتيدية للمرئسات الخاصة بالبلاسميد 6الجدول 
 اسم المرئسة التسلسل النكليوتيدي

CCGACTGCAACAAGGTGTAG-3’           -5’ P1442/ forward 

CATCTATAGAGAAGTACACGTAAAAG-3’-5’ A264/ reverse 

 
 النتائج:

 (:PCR) تفاعل السلسلي للبوليميرازاستعمال التضخيم التسلسل الهدف ب
خمت الجين الم رمزة للبروتين  -pRSET-TEVمن البنيتين البلاسميديتين  GFP-IGF1البشري وتلك الم رمزة للبروتين الم دمج  IGF1ض 

IGF1 وpRSET GFP-TEV-IGF1  الـعلى التوالي باستعمالPCR  وشفع من الم رئسات النوعية التي تَسمح بإدخال الجينتين ضمن
 ( الشدف المضخمة بالطول المطلوب. 1حلت النواتج على هلامة من الأغاروز ويظهر الشكل )ور  ، pLexsy-neo2.1حامل البلاسميدي ال

 
 تين لنواتج تضخيم الجينتين الهدفي : صورة هلامة الرحلان الكهربائي1الشكل 

الجين الم رمزة : 3المسار  .تقريبا   1000bpبطول  GFP -IGF1 زة للبروتين المدمجرمّ ناتج تضخيم الجين الم  : 2المسار  .عياري الم DNA: سلم 1مسار ال
 الشدف بالمقارنة مع عصائب السلم المعياري  ل، حددت أطواتقريبا   400bpبطول  IGF1للبروتين 

 
 :miniprepباستعمال التحضير  pLexsy-neo2.1البلاسميد  اكثار

 LBوبعد استنباتها ضمن وسط سائل  pLexsy-neo2.1بوساطة البلاسميد جينيا    E. coli Top10ح ورت بكتيريا م هيئة من السلالة

Broth سب تركيز البلاسميد الناتج فتبين أنه ح   .استخلص البلاسميد عن طريق التحضير الوسيط ng/µl200  حلت كمية قدرها ، ور µl4 
والشكل  circular الأشكال الثلاثة؛ الشكل الحلقي( عصائب 2على هلامة من الأغاروز لتحقق من جودة الاستخلاص، ويظهر الشكل )

 من البلاسميد عند الأطوال المتوقعة مما يؤكد سلامة التحضير. supercoiledالالتفاف  والشكل عالي coiled الملتف
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  plexsy-neo2.1: صورة ه لامة الرحلان الكهربائي لناتج التحضير الوسيط للبلاسميد 2الشكل 

هي الشكل الحلقي والشكل بعد التحضير الوسيط وهذه الأشكال  pLexsy-neo2.1لبلاسميد لالأشكال الثلاث : 2المعياري. المسار  DNA: سلم 1المسار 
 الهلامةمن أعلى ابتداء  الملتف والشكل عالي الالتفاف وذلك 

 
 بأنزيمات القطع تحضيرا  لعملية التأشيب:pLexsy -neo2.1 البلاسميد  قطع
والثاني باستخدام KpnI و XbaI، الأول باستخدام أنزيمي التقييد ا  في تفاعلين منفصلينمزدوج ا  قطع pLexsy-neo2.1البلاسميد  قطع

(، ومن ثم أتبع العمل بإجراء رحلان 3كامل كمية البلاسميد الشكل ) قطع. تم التأيد بالرحلان التحليلي من KpnIو NcoIالأنزيمين 
باستعمال الأنزيمين قطععند ال bp 8475الأولى بطول  ،من الهلام stufferالتي تمثل البلاسميد بدون "الحشوة" تحضيري لتنقية الشدف 

XbaI وKpnI  8396والثانية بطول bp باستعمال الأنزيمين قطععند الNcoI وKpnI . الشدف إلى المحافظة  بأطوال الاختلافوي عزي
باستخدام جهاز  تينسب تركيز الشدفح  . بعد عملية القطع أو التخلص منه المنتج مفرزا  الذي يجعل البروتين التسلسل الإشاري على 

Nanodrop 20، فكان تركيز الشدفة الأولى ng/µl  17.5والثانية ng/µl. 

 
 pLexsy -neo2.1للبلاسميد قطعصورة ه لامة الرحلان الكهربائي لناتج  :3الشكل 

)طول الشدفة المطلوبة  المسارKpnI و  XbaIبوساطة الأنزيمين  pLexsy -neo2.1البلاسميد  قطع: ناتج 2المعياري. المسار  DNA: سلم 1المسار 
8475bp  994الشدفة المتبقية من البلاسميد طول وbp). البلاسميد  قطعناتج : 3 المسارpLexsy -neo2.1 بوساطة الأنزيمين NcoI و KpnI طول(

 حل كشاهد.: البلاسميد غير المهضوم ر  4المسار  (.1073bpوطول الشدفة المتبقية من البلاسميد  8396bpالشدفة المطلوبة 
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 بأنزيمات التقييد المناسبة تحضيرا  لعملية التأشيب: PCRناتج تفاعل الـ  قطع

والثاني باستعمال  KpnIو XbaIبتفاعلين منفصلين الأول باستعمال الأنزيمين  IGF1للجين الم رمزة للبروتين  PCRناتج الـ  طعق  
استعمال بتفاعلين منفصلين الأول ب IGF1-GFPللجين الم رمزة للبروتين الم دمج  PCRناتج الـ قطع، كذلك KpnIو NcoIالأنزيمين 

وبعدها ن قيت الشدف من النكليوتيدات الحرة والشدف الصغيرة  ،KpnIو NcoI ننزيمياستعمال الأوالثاني بKpnI و XbaI ننزيميالأ
 فكانت على النحو التالي: Nanodropباستعمال جهاز  سبت التراييزح  ومن ثم  clean upباستخدام طاقم 

IGF1 (KpnI-XbaI) =20 ng/µl                    IGF1 (KpnI-NcoI) =22 ng/µl 
IGF1-GFP (KpnI-XbaI) =23 ng/µl                    IGF1-GFP (KpnI-NcoI) =29 ng/µl 

 

 تحضير الحوامل المأشوبة:
لإشاري الخاص الذي تم فيه الاحتفاظ بالتسلسل ايسمح الشكل الأول  ،بعد الحصول على شكلين من الحوامل مقطوعين بطريقتين مختلفتين

ل الخلايا، وبعد الحصول داخ البروتين بإنتاج الذي أزيل منه التسلسل السابق الشكل الثانيبينما يسمح بإنتاج البروتين م فرزا  و  ،بالإفراز
 DNA ligase DNAتم الربط بين هذه النواتج باستعمال أنزيم رابط للـ ،مهضومتين وجاهزتين للربط IGF1-GFPو IGF1جينتين العلى 

 على النحو التالي:للحصول على أربعة بنى وذلك 
 

 pLEXSY (KpnI-XbaI) 8475 bp + IGF1(KpnI-XbaI) البنية الأولى
 pLEXSY (KpnI-NcoI) 8396 bp + IGF1(KpnI-NcoI) البنية الثانية
 pLEXSY (KpnI-XbaI) 8475 bp + IGF1-GFP (KpnI-XbaI) البنية الثالثة
 pLEXSY (KpnI-NcoI) 8396 bp + IGF1-GFP (KpnI-NcoI) البنية الرابعة

 
، وبعد الحصول بوجود الأمبسلين LB Agarأطباق  ىبنواتج الربط ون ميت المستعمرات عل جينيا   من البكترياحورت بعدها خلايا سلالة 

 PCRتضمنت تفاعل  خطواتنجاح حادثة الربط والحصول على البنى المأشوبة المطلوبة وفق عدة  ، تم التحقق منعلى المستعمرات
باستعمال أنزيمات التقييد المناسبة ومن ثم سلسلة البنى  قطعوال (colony PCRمباشرة )المأخوذة من المستعمرة الخلايا الجرثومية على 

 المأشوبة. 

 :colony PCRالمستعمرة على PCR اختبار 
 µl 10خلايا كل مستعمرة بكمية قدرها  علقت ، حيثبشكل عشوائي من الأطباق المزروعةوذلك  لكل بنية خمس مستعمراتتم اختيار 

بالنسبة للبنيتين  IGF1علق الخلوي باستعمال مرئسات تضخم الجين من الم   µl 5على  PCRمن الماء ثنائي التقطير، أنجز تفاعل 
بينما . GFPبالنسبة للبنيتين الحاويتين على جين  IGF1-GFPالحاويتين على هذه الجين وحدها وباستعمال مرئسات تضخم التسلسل 

، تبين أن جميع PCRبعد ترحيل نواتج تفاعلات مع تحديد هوية كل مستعمرة.  ( على طبق مرجعيµl 5ي )أعيد استنبات الحجم المتبق
 أي أن النتائج كانت إيجابية ،(5( وفي الشكل )4المستعمرات تقريبا  قد أعطت عصائب بالطول المطلوب كما هو موضح في الشكل )

 .بالمجمل



 أميني، سكرية                            …والجين المُرمزة لعامل النمو الشبيه بالإنسولين pLEXSYتحضير أربع بنُى مأشوبة باستعمال حامل 

 16من  12
 

 
 أنجز على البنيتين الأولى والثانية colony PCR على المستعمرة PCR اختبار: صورة الرحلان الكهربائي لنتائج 4الشكل 

نتائج  :11إلى  7والمسار من  البنية الأولىالحاوية على  المستعمرات نجز علىالم   PCRنتائج  :6إلى  2 من المعياري. المسار DNA: سلم 1المسار 
PCR 400تظهر جميع المسارات عصابة بطول . المنجز على المستعمرات الحاوية على البنية الثانيةbpجين ، وهي دليل احتواء البنى على الIGF1. 

 

 
 أنجز على البنيتين الثالثة والرابعة colony PCRعلى المستعمرة PCR: صورة الرحلان الكهربائي لنتائج اختبار 5الشكل 

 PCRنتائج  :11إلى  7والمسار من  الثالثةالم نجز على المستعمرات الحاوية على البنية  PCR: نتائج 6إلى  2المعياري. المسار من  DNA: سلم 1المسار 
 .IGF1-GFP، وهي دليل احتواء البنى على الجين 1000bp. تظهر جميع المسارات عصابة بطول الرابعةالمنجز على المستعمرات الحاوية على البنية 

 
 :المناسبة أنزيمات التقييدب قطعؤشبة من خلال التأكد من الحصول على البنى الم  
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م اختيار تبالبنى الناتجة بأنزيمات التقييد المناسبة، إذ  قطعمن خلال  يدتعد أولية فقد أ  ت   على المستعمرة PCRنتائج اختبار ونظرا  لأن 
منها البنى  قيتن  على وسط سائل ومن ثم  هاباستنباتلمتابعة العمل وذلك من البنى الأربعة  لكل بنية ت من الطبق المرجعيامستعمر عدة 

من كل بنية بنفس أنزيمات التقييد التي  ng 200قطعت كمية قدرها  .Nanodropبوساطة التحضير واحتسبت التراييز بوساطة جهاز 
ضها الآخر ج إيجابية وبع، وقد أعطت بعض المستعمرات نتائورحلت النتائج على هلامة من الأغاروز ،استعملت سابقا  لتحضير البنى

بعد قطعها طت أع قد وهي بنى، فقط الايجابية النتائج قطع تمثل تفاعلاتلأربع الرحلان الكهربائي  صورة( 6يوضح الشكل ) .نتائج سلبية
-IGF1 الجيندليل احتواءها  bp 1000أو عصابة بطول  IGF1تقريبا  دليل احتواءها الجين  bp 400عصابة بطول بالأنزيمات المناسبة 

GFP ، تمت متابعة العمل مع المستعمرات الحاوية على هذه البنىقد و. 

 
 نزيمات التي تم بواسطتها التنسيلبذات الأ  البنى الأربعة قطعلتفاعلات  الايجابية لناتجلالتحليلي الكهربائي لرحلان ل تمثيلية : صور6 الشكل

a .سلم 1المسار : البنية الأولى :DNA  بالأنزيمين  المقطوعة: البنية 3. المسار المقطوعةالبنية غير  :2المعياري. المسارXbaI وKpnI وتظهر عصابة بطول ،
400bp  .تقريبا  دليل ايجابية التفاعلb.سلم 1المسار  : البنية الثانية :DNA  ضومة بالأنزيمين هالبنية الم :2المعياري. المسارNco I وKpnI وتظهر عصابة ،

 المقطوعة: البنية 3. المسار المقطوعةالبنية غير  :2المعياري. المسار  DNA: سلم 1المسار : البنية الثالثة. c تقريبا  دليل ايجابية التفاعل. 400bpبطول 
البنية غير  2المعياري. المسار  DNA: سلم 1المسار : البنية الرابعة. d تقريبا  دليل ايجابية التفاعل. 1000bp، وتظهر عصابة بطول KpnIو XbaIبالأنزيمين 

 تقريبا  دليل ايجابية التفاعل. 1000bp، وتظهر عصابة بطول KpnIو Nco Iضومة بالأنزيمين ه: البنية الم3. المسار المقطوعة
 الب نى البلاسميدية الم ؤشبة: Sequencingسلسلة 

 لبنى الأربعةتمت عملية سلسلة ابالأنزيمات التقييد،  قطعأطوال الشدف الناتجة عن البعد التأيد من الحصول على الب نى الأربع من خلال 
تسلسلات المتوفرة مع الالم نسلة أن مقارنة تسلسل البنى  مبكر، كما وعدم وجود كودون توقف صحيحالجين بشكل تنسيل  بينت النتائج إذ
 برمجيات المعلوماتية الحيوية أثبتت خلو التسلسل من الطفرات. خوارزميات باستعمال تطبيق الرصف من لبنوك المرجعية با
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لبروتين المتألق الجين الم رمزة لالبشري إما وحدها أو مدمجة مع  IGF1تحوي الجين الم رمزة لبروتين في هذا العمل أربع بنى ح ضر 
. تضمن ين مختلفتينبطريقتفي الزجاج  مزروعةطفيلي الليشمانيا الباستعمال خلايا تسمح هذه البنى بإنتاج البروتين الموافق الأخضر، و 

 إلى وسط الزرع. خارج الخلايا إفرازه  ةالثاني بينما تضمن الطريقةالأولى إنتاج البروتين داخل الخلايا و الطريقة 
عناصر البكتيريا والليشمانيا يحوي كل الوهو حامل ثنائي الاستعمال بين الأربعة، تحضير البنى ل pLEXSYاستعمل في هذا العمل حامل 

وزرع الجراثيم المحورة على وسط صلب مغذي جينيا   E. coliبعد تحوير سلالة خاصة من  هتم ايثار  ،اللازمة لإيثاره ضمن البكتيريا
 ائي يسمح بنمو الخلايا الجرثومية المحورة نتيجة احتواء الحامل على الجين المقاومة للصاد الحيوي الأمبسيللين، بعدها تم تنقية كمياتقانت

للسيلكا المشكلة  DNAالمعتمدة على إلفة التحضير الوسيط  طريقة بعد زرع المستعمرات على وسط سائل باستعمال الحاملمن يافية 
ضمن  البشري  IGF1. وبعد تنسل جين بهدف استعمالها في تجارب التنسيلوذلك  عمود كروماتوغرافية مكروي الحجملطور ساين ضمن 

 على كميات كبيرة منهمن جديد كحامل مؤشب ضمن البكتيريا والحصول  ايثارهيمكن اعادة  ،GFPأو مدمجة مع  بمفدهاإما  ،الحامل
 .(Bastos et al., 2017; Taheri et al., 2016) .الجيني المضيفة بإحدى طرق التحويرالخلايا ضمن  وإدخالهلتجهيزه بشكل خطي 

أحد أنواع  لىع وذلك بالاعتماد . طور هذا النظام حديثا  أنظمة إنتاج البروتينات ضمن حقيقيات النوى  أحداستعمال مع هذا الحامل يتوافق 
. Leishmania tarentolae (Attarpour Yazdi et al., 2018)وهو النوع من جنس الليشمانيا  Protozoaوحيدات الخلية الحيوانية 

، ومن ى من بدائيات ومن حقيقيات النو  وق على معظم أنظمة الإنتاج المتوفرة حاليا  فبميزات كثيرة تجعله يت (LEXSY) ويتميز هذا النظام
. كما معلق ي وسطف لهذا النوع من وحيدات الخلية ينالسريع والتكاثر بفضل النمو أهم هذه الميزات الإنتاجية المرتفعة للبروتين المؤشب

يمكن زراعته بسهولة والتعامل معه بنفس طريقة التعامل مع سلالات البكتيريا إذ ، manipulation آمن من حيث المنابلةو  سهل يعدأنه 
إنتاج يمتاز نظام كما . (Attarpour Yazdi et al., 2018) لقواعد الأمان المخبري  level-1غير الم مرضة وذلك بالمستوى الأول 

الطي حيث ن مالأخرى، وخاصة  خلايا الثدييات، النوى  حقيقياتميزات الإنتاج في الخلايا ب شمانيايالبروتينات المؤشبة ضمن خلايا الل
على هذه  الترجمة إجراء التعديلات بعدبالأخص و ثلاثية أبعاد صحيحة، الحصول على بنية وبالتالي للبروتينات المنتجة بالشكل الصحيح 

. أثبتت الدراسات قدرة طفيليات الليشمانيا على اجراء مختلف أنماط تعديلات بعد الترجمة بشكلٍ مشابهٍ لحد بعيد لخلايا الثدييات، البروتينات
 السيتوبلاسمي إلى الغشاءأو التثبت وإضافة لواحق الربط من البروتينات  N N-glycosylationفهي تقوم بإضافة السكر إلى الزمر 

glypiation  من نمطGPI (Glycosylphosphatidylinositol ،) الفسفرة  تنجز تفاعلاتكما يمكن لخلايا الليشمانيا أن
phosphorylation  الأستلة وacetylation،  بالحل تعالج البروتين يمكنها أن وproteolytic processing إذا كان  هلشطر أجزاء من

 كيلشالحصول على الشكل الوظيفي من البروتين يتطلب إزالة هذه الأجزاء، أو بشكل معايس يمكن أن تجمع عديدات البيبتيد معا  لت
الطريقة التي تنجزها خلايا تقوم بها خلايا الليشمانيا بنفس . ولعل إضافة السكر oligomerisation متعدد القسيماتبروتين وظيفي 

ثير تساعد في الطي الصحيح للبروتين وتحسن من استقراره وتؤمن له القيام بوظائفه، ففي كبعد الترجمة التي من أهم التعديلات الثدييات 
 Alhrak) ( بالشكل الصحيح غير وظيفيglucolysed من الحالات يكون الشكل غير المطوي أو غير المضاف إليه السكر )المغلغز

and Soukkarieh, 2023; de Oliveira et al., 2019).  
وضوع البحث كالجين م ثابتة التعبير عن الجين الهدفمن طفيلي الليشمانيا المستنبتة الحصول على سلالات  LEXSYمن ميزات نظام 

IGF1  ادخال  من التي حضرت في هذا البحثالأربع باستعمال البنى  التمكن، البشريIGF1  وحده أو مدمجا  مع  البشريGFP  ضمن
 Basile and) ها بالبنى المحضرة كل على حدهبعد تحوير داخل نوى الخلايا الذي سيحدث  ،مبدأ التأشيب المتماثل وفق الليشمانياجينوم 

Peticca, 2009)نى المحضرة في هذا العمل نظرا  لاحتواء الحامل على تسلسلات أي الب ةامل المؤشبو بين الح . يحدث التأشيب المتماثل
 `3و `5 رفينطوتتمثل هذه التسلسلات بال (الليشمانياالخلايا المضيفة ) مناطق عديدة من جينومتسلسلات متوفرة في ل خاصة مماثلة
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 ،من جينوم الطفيلي عدةضع اريبوزومي(، والتي تتكرر بشكل ترادفي في مو  RNA) rRNAمن الـ 18sلتسلسل الجين المرمزة للوحدة 
روتين لهذا البلإنتاجية العالية في عدة أماين من جينوم الخلايا المضيفة المحورة مما سيضمن ا البشري  IGF1 مما سيسمح بدخول جين

 ribosomalتحت سيطرة محضض ريبي جعلها سيأن وجود الجين في هذه المواقع الجينومية ، فضلا  عن مقارنة بأي نظام آخر

promoter  يعمل بوساطة أنزيمRNA  بوليمرازI، اليته الانتساخية ال الية مقارنة  ةعاليالذي يتصف بفع  الآخرى ميراز وليأنزيمات الببفع 
يل الجين قبل مكان تنس ، تجدر الإشارة إلى أن الحامل نفسه بوجود محضض ريبي إضافي صعدا  الخلايا المضيفة نوى  المتوفرة ضمن

بالإضافة إلى كل ما سبق . (Bastos et al., 2017; Taheri et al., 2016) %50يقارب  إضافي مما يزيد انتساخ الجين الهدفية بمعدل
جيل خلال  40يمكن الحصول على  معدل النمو العالي للنسائل المحورة في وسط الزرع، إذ تعود الإنتاجية العالية لهذا النظام إلىذكره 

 .(Basile and Peticca, 2009) أجيال فقط من خلايا الثدييات خلال نفس المدة 7أسبوع من الزراعة بمقابل 
يضاف لوسط الزرع مما يسمح بنمو  drugواسمة انتقاء في جينوم الليشمانيا وهي عبارة عن جين مقاومة لعقار  pLEXSY ي دخل حامل

بينما تموت الخلايا غير المحورة. يحوي الحامل تسلسل إشارة يجعل البروتين الناتج مفرزا ، وبحسب استراتيجية جينيا  النسائل المحورة  إيثارو 
وهذا ما قمنا بالاستفادة  secretedوإما بشكل مفرز  intracellularن الهدف أن ينتج إما بشكل داخل خلوي التنسيل ضمنه يمكن للبروتي

، فرز خارجهام   وإماضمن الخلايا المضيفة  إما ، يضمن كل شكل إنتاج البروتينمنه في هذا العمل إذ حضرنا شكلين من البنى المؤشبة
بوساطة  البشري  IGF1ة بروتين يسهل عملية تنقيستسلسل سداسي الهيستيدين مما ع يما أن هذا الحامل سيضيف إلى البنى الأرب

 .(Bastos et al., 2017; Taheri et al., 2016)المعدنية يروماتوغرافيا الإلفة 
راوحت إنتاجها في الأنظمة القديمة مشايل عديدة ت أدىاستعمل هذا النظام في السنوات الأخيرة لإنتاج العديد من البروتينات المؤشبة التي 

الية، بسبب الطي غير الصحيح ثلة أو لغياب تعديلات بعد الترجمة، ولغيرها من المشكلات. من أم بين الإنتاجية المنخفضة لفقدان الفع 
واللقاحات التي كانت  (Gonzalez-Lobato et al., 2016)البروتينات الغشائية  LEXSYالبروتينات التي أنتجت بنجاح باستعمال نظام 

 Bolhassani et al., 2015; Grzyb)تنتج تقليديا  في خلايا الحشرات والثدييات وذلك بهدف خفض ثمنها عن طريق خفض كلفة إنتاجها 

et al., 2016) والبروتينات العلاجية مثل: م فعل البلاسمينوجين النسيجي البشري ،human tissue plasminogen activator  المستعمل
بينما لا  ،(Kianmehr et al., 2016)المستعمل لعلاج فقر الدم  Darbepoetin Alfaو ،(Soleimani et al., 2007) الخثارلعلاج 

جعل ، مما سيالبشري أو غيره من البروتينات منخفضة الوزن الجزيئي ضمن هذا النظام IGF1 إنتاج بروتين تناولت سابقة وجد أي دراسةت
 الحالية التي تحيط يلامشالكبيرا  ولكنه واعد بحل البشري تحديا   IGF1بروتين إنتاج محاولة في  LEXSYنظام  استعمالمن الممكن 

ال القدرة الإنتاجية المنخفضةولعل أهمها  بإنتاج هذا البروتين عالميا   على رأسها بدائيات ) لأنظمةالتي تتصف بها ا للشكل الوظيفي الفع 
 .حاليا  لإنتاجه المستعملة النوى وخلايا الثدييات(
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