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 الملخص
 بلازميدي من  ضمن قالب لبوليميراز معد   Pfu  يناقش هذا البحث تصميم بلازميد تعبيري لأنزيم

تجعله مت وقاً نوعية على عدة ص     ات تخدم لأول مرة من أجل هذا الغرض ويحتوي س    ي   pTi نوع
ثب اتي ة البروتيني لزي ادة   Sso7dلجزيء    ش              د  اتعلى الأنزيم ات التج اري ة الع ادي ة، حي ث د م ج    

 .الهدف للقيام بالتضخيم بسرعة وثباتية عالية لسلستمع المن حيث قوة ارتباطه أنزيم البلمرة 
، وتم اعتماد منص  ة المص  در عدة قواعد بيانات م توحة  in-silicoالتص  ميم البرمجي  ي  خدم اس  ت  

Benchling  وبعد التجميع نتج بلازميد  برمجياً   الس       حابية لتص       ميم البلازميد والت  د من  عاليته ،
لض ما    T7وجين مقاومة للكانامايس ين ومح ز  Lacيحتوي على مش غل   7476bpتعبيري طوله  

من   x10Hisوتم  إض       ا ة ذيل متعدد الهيس       تيدين    ، ي التعبير عن الأنزيم الهدفكبير   مردود
 .أجل تسهيل عملية تنقية الأنزيم  ي المراحل اللاحقة للإنتاج

  HindIIIوللت    د من البلازمي د  ي التج ارم المخبري ة تم تح دي د مق اييع للتقطيع الأنزيمي ب انزيم  
بطريقة لعينة م ص      ن عة من البلازميد وعمل رحلا   علي برمجياً  مع محا اة ش      حل الرحلا  الناتج 

تص ميم بادئات ذلك تم بالإض ا ة إلى  قارنة تطابق النتائج البرمجية مع النتائج ال علية،  لمغيبس و  
primers                 جين    عالية الت  د منتم  لة و لس               نوعية للقيام بالسpfu  من خلال عملية    بوليميراز

لة لبعش الش  د ات المختارة منه ور ص  دت التس  لس  لات من  لس    ، ما بالموقع ال عال  دو  ط راتالس   
 .بوليميراز Pfuيجعل هذا البلازميد مرشحاً مقبولًا للاختبار بالعمليات اللاحقة لإنتاج أنزيم 
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Abstract 
This research discusses the design of an expression plasmid for a modified Pfu 

polymerase enzyme within a pTi plasmid template that is used for the first time 

for this purpose. It contains several different characteristics that make it superior  

to regular commercial enzymes and is multi-use with desirable features. Some 

sequences were incorporated into a Sso7d protein molecule that increases the 

stability of the enzyme and strengthens the Polymerization by fortifying the 

attachment of the polymerase on the target chain to carry out amplification with 

high speed and stability . 
The in-silico software design used several open-source databases provided from 

previous research articles, and the Benchling cloud platform was adopted to 

design the plasmid and ensure its effectiveness. After assembly, an expression 

plasmid of 7476bp length was produced that contains the Lac operator, a 

kanamycin resistance gene, and a T7 promoter to ensure abundant expression of 

the enzyme, and a x10His poly histidine tail was added in order to facilitate 

purification of the enzyme in the subsequent stages of production . 
To confirm the plasmid in laboratory experiments, standards were determined for 

enzymatic cleavage using the HindIII restriction enzyme, while simulating the  

resulting electrophoresis form and performing actual electrophoresis to compare 

the conformity of the program results with the actual results. In addition, specific 

primers were designed to carry out the sequencing, and the effectiveness of the 

pfu polymerase gene was confirmed through the sequencing process for some 

selected fragments, sequences without mutations in active sites were observed, 

making this plasmid an acceptable candidate for further testing to produce the Pfu 

polymerase enzyme . 
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 المقدمة: 
 :PCRنبذة عن أنزيمات البوليميراز المستخدمة بتفاعل الـ  .1

بالح          اة عل         ى حي         اة الكائن         ات الحي         ة وض         ما  نس         لها م         ن خ         لال مض         اع ة تق         وم أنزيم         ات بلم         رة ال         دنا أو الب         وليميراز 
وين           تج ع           ن مض           اع تها نس           خة طب           ق الأص           ل ع           ن الحم           ش  لكائن           ات حقيقي           ة وبدائي           ة الن           و ،لالحم           ش الن           ووي 

 .النووي يستخدمه الكائن الحي لبناء خلايا جديدة
م           ن أه           م العناص           ر الأساس           ية             ي البيولوجي           ا الجزيئي           ة التطبيقي           ة والتقان           ات الحيوي           ة،  وتع           د أنزيم           ات الب           وليميراز

          ي ت          اعلات الب         وليميراز التسلس         لي وأس         ع ب         ذلك حقب         ة جدي         دة  1983ع         ام حي         ث اس         تخدمها الع         الم ك         اري م         وليع 
ب          رزت ع          دة تص          ني ات لأنزيم          ات بلم          رة الحم          ش الن          ووي  منه          ا ، وم          ن ذل          ك الح          ين التقان          ات الحيوي          ة           ي مج          ال 

 [1].المقاوم حرارياً ومنها المصحح للأخطاء والذي يطيل الشد ات الطويلة من الحمش النووي 

بخصائص           ها ال ري          دة وجيناته           ا ذات التعبي           ر الق          وي             ي ال            روف البيئي          ة القاس           ية،  عل           ى ال           رغم    Archeaتتمي          ز العت           ائق  
ة للح           رارة    ب             ت س           تخدم أنزيماته           ا بش           حل تقلي           دي             ي ت اع           ل الب           وليميراز التسلس           لي  thermophile م           ن وج           ود بحتيري           ا م ح 

لك            ن هن            ا     Taq Polymeraseالخي            ار التقلي            دي لص            ناعة أن            زيم ت            ا  ب            وليميراز    Thermus aquaticusمث            ل بحتيري            ا  
حاج          ة كبي          رة لأنزيم          ات ق          ادرة عل          ى تص          حيح الأخط          اء والمقاوم          ة الحراري          ة بش          حل أ ض          ل، ل          ذا ك          ا  الخي          ار لاس          تخدام  

ب            وليميراز الق            ادر عل            ى تحم            ل الش            رو  الحراري            ة الأق            و     Pfuالمنتج            ة لأن            زيم    Pyrococcus furiosusجين            ات ع تيق            ة  
 . بوليميراز   والذي يمتلك  عالية تصحيح الأخطاء غير الموجودة  ي أنزيم تا  

 :وخصائصه المميزة  pfuأنزيم . 2
، وتبين 1991حية عام  ي الباحث  ي شركة التكنولوجيا الحيوية ستراتاجين الأمر   بوليميراز من قبل العالم إريك ماثور  PFUتم ا تشاف أنزيم  

ب نزيم التا  بوليميراز الشائع آنذا  مع مقاومة حرارية أ بر، وذلك  تح   مقارنةأ  هذا الأنزيم ي هر قدرة  ائقة على تصحيح الأخطاء  
 [2] المجال أمام استخدام انزيمات العتائق المتحملة لل روف القاسية  ي تطبيقات البيولوجيا الجزيئية الصناعية.

 : [3]بوليميراز بالص ات التالية PFUويتميز أنزيم 
 كيلو دالتو .  110- 90يبلغ وزنه الجزيئي  • 
 . دو  أخطاء كيلو أساس 2يمحنه تضخيم سلسلة هدف من الحمش النووي يصل طولها إلى   • 
 درجة مئوية.  75-70كيلو أساس بالدقيقة بمجال درجات حرارة بين  0.4~  0.2سرعة الاستطالة هي  • 
 درجة مئوية. 75درجة حرارته المثالية للتضخيم تعد قريبة من  • 
درجة مئوية، وهذا يدل على ثباتيته    98% من كمية الأنزيم الموضوعة بالت اعل نشطاً بعد تحضينه لمدة ساعة بدرجة حرارة  95يبقى   • 

 الشديدة.
تصحيح النوكليوتيدات ’، ما يعني أنه قادر على  5’ إلى  3بنشا  النوكلياز الخارجي من    Pfuيتمتع أنزيم بوليميراز الحمش النووي   • 

من خلال الرجوع خل اً على سلسلة الحمش النووي والتحقق من المطابقة، وهذا ي يد  ي ت اعلات ال   بشحل خاطئ  التي تم  إضا تها  
PCR ( التي تحتاج على دقة  ي التطبيقات اللاحقة لهاDownstream applications.)  [4] 

   ي التطبيقات التالية:بوليميراز  Pfuأنزيم ويستخدم 
 عالية الدقة.  PCRت اعلات  • 
 . blunt حادة الأطرافتعبيرية قل واالاستنساخ  ي ن • 
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 توليد الط رات  ي مواقع محددة.  • 
 تصنيع الجينات المطلوبة للاستنساخ. • 
 : التصميم البرمجي للبلازميدات. 3

لعملية تصنيع البلازميد الذي نرغب  ي استخدامه  بشحل سابق in-silico حاسوبياً يعد التصميم البرمجي للبلازميدات مرحلة أولية تجر  
روتين أو أنزيم معين قبل البدء بالتجارم الإنتاجية  ي المختبر، وتتميز عمليات تصميم البلازميدات برمجياً باستخدام  لببالتعبير الجيني  

بالإضا ة إلى القدرة على ترتيب البلازميد مع   Backboneمنصات برمجية وقواعد بيانات للجينات وقوالب النواقل التعبيرية البلازميدية  
 ل الخصائص الإضافية المرغوبة للحصول على أ ضل النتائج وتسهيل عملية الانتخام للسلالات المنتجة وزيادة ك اءة عملية التنقية  

 ومضاع ة التعبير الوراثي تبعاً للمح ز الموضوع بالتصميم.
 : [5]التاليةالأساسية تتطلب عملية تصميم البلازميد إدخال الأقسام  

 الجين الهدف المطلوم التعبير عنه. • 
الذي يستخدم  ي GFP جين انتخابي ويحو  بالعادة جين مقاومة للمضادات الحيوية أو واسم م لور مثل البروتين الأخضر الم لور   • 

 [. 6الكثير من الأبحاث الخاصة بمجال التقانات الحيوية ورصد التعبير المورثي]
وهو عبارة عن تسلسل يساعد  ي زيادة عملية التعبير الجيني ويوضع قبل    Operonمح ز للتعبير الوراثي ويدعى أيضاً الأوبيرو    • 

 الجين الهدف. 
 MCSوهي قطعة بلازميد لا يحتوي على الجين الهدف، يمحن قصها  ي موقع الت شيب المتعدد  Backboneقالب الناقل التعبيري  • 

 . ORIوإلصاق الجين الهدف، ويحتوي على موقع منش  التضاعف اللازم لانتساخ البلازميد 
ومن المهم الالتزام بحجم بلازميد معين وعدم إدخال القطعة بموقع مهم لتضاعف البلازميد وتحقيق المقاومة الحيوية الضرورية للانتخام، 

 مع مراعاة اختيار سلالة بحتيرية مناسبة للتضاعف ومن بعدها سلالة بحتيرية تعبيرية مناسبة.

 المرجعية: الدراسات 
أساس اليوراسيل من التسلسلات   لاستبدالبوليميراز طا ر مصمم    PFUاستطاع الباحث مورتن نورهولم تصميم بلازميد معبّر عن أنزيم   •

عديل التسلسل  لكن  ي هذا البحث تم الاست ادة من ت و   ة،ما ي يد  ي تطبيقات الهندسة الوراثي ي البلازميدات والتط ير  ي الموقع الموجه  
وقادر على الت شيب الوراثي   لإنتاج أنزيم قادر على الح اة على التسلسل بشحل خالٍ من الأخطاءبوليميراز    PFUالمعبر عن أنزيم  

 [4].  بشحل دقيق

أعطى إطالة    Sso7dمن قبل الدكتور سارسن وزملائه تبين أ  أنزيم تا  بوليميراز المعدل بإضا ة    2021و ق بحث منشور  ي روسيا   •
ما ضاعف من   ، واعت م د   ي هذا البحث على هذه الشد ة لزيادة ثباتية ارتبا  الأنزيم بالتسلسل الهدفت وق أنزيم تا  بوليميراز العادي

 [7] .إمحانيات الأنزيم  ي الثبات الحراري الارتبا  النوعي بالسلسلة أثناء الاستطالة ومحن من الإطالة لآلاف النكليوتيدات

من معهد الكيمياء الحيوية والطب الأساسي  ي روسيا كيفية التحوير الوراثي وإنتاج أنزيم بوليميراز مستخلص    2023أظهر بحث منشور عام   •
الأساسية الطريقة التي تم اعتمادها  ي هذا البحث للتحوير الوراثي    ا شبه بخطواته ت   بخطوات مرحلية ، وذلك بشحل  Massilia aureaمن  

 [8] لتصميم البلازميد المنتج للأنزيم الهدف.   Benchlingبوليميراز بشحل عام، لكن هنا تم اعتماد منصة    Pfuلإنتاج أنزيم  
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 : مواد البحث وطرائقه
 السحابية لتصميم   Benchlingمنصة     يتصميم البلازميد التعبيري    ة وأدا GENBANK و  NCBIمثل    است خد م  عدة قواعد بيانات

 . Addgeneالترا يب الممحنة للبلازميد تم الرجوع لموقع مخز  البلازميدات العالمي   دراسة ول، البلازميد الهدف
 :Benchling. منصة 1

، وهي منصة سحابية مختصة بالبحث والتطوير  ي  Benchlingبوليميراز على منصة    pfuاعتمد تصميم البلازميد المعبر عن أنزيم  
 ي الخدمات المنصة   يد  تو إم آي تي  بمعهد    Benchlingمجال علم الأحياء وتبادل المعلومات والبيانات بين الباحثين، وت سس  شركة  

 التالية:   
 .للباحثين إنشاء وتن يم وتتبع المشاريع والتجارم والعينات  ي بيئة مركزية • 
 تو ير أدوات قوية لتصميم وتحرير وتسلسل الجزيئات الحيوية، مثل الحمش النووي والبروتينات والخلايا. • 
 دعم التكامل مع أجهزة المختبر الآلية والذكاء الاصطناعي لزيادة ك اءة ودقة البحث. • 
 تسهيل التعاو  والاتصال بين الباحثين داخل وخارج المؤسسات، وتحمي الملكية ال كرية والامتثال للمعايير الأخلاقية. • 
 لتصميم البلازميد من خلال اتباع المراحل التالية:   Benchlingاستخدام منصة  تم
 . www.Benchling.comمن خلال الدخول إلى رابط المنصة  Benchlingإنشاء حسام على منصة  تم -1
 جديد. DNA/RNAر إدخال تسلسل يانقر  وق علامة التبويب "إنشاء +"  ي أعلى الجانب الأيمن من الص حة، واختتم ال -2

 وضع رابط مصدر التسلسل.يمحن تم إدخال التسلسل المطلوم من خلال النسخ من مصدره ولصقه أو  -3
  ي بلازميد لاحقاً. اعلى المنصة لتجميعه  ة الخاصة محتب التكرار العملية لإدخال عدة تسلسلات مطلوبة وح  ها  ي تم  -4
الدنا   -5 المطلوبة من  التسلسلات  باختيار    تمبعد وضع كل  التي وضعتها  التسلسلات  تجميع   Assemble DNA/RNAاختيار 

sequences by concatenation. 
كما  ي    المطلوبةهيحل الناقل البلازميدي والجين الهدف والقطع الأخر   ومنها  إدخالها    مرادال راغات ال اهرة بالتسلسلات ال  تم ملء -6

 . 1الشحل 
الشرو  التعبيرية المناسبة   اةراعم ، وتم إنشاؤها أوتوماتيحياً لمطلوبةطلب النتيجة ب   ت هر كبلازميد حلقي للحصول على البنية التم   -7

 للبلازميد.
يمحن تغيير  علماً أنه  كما يجب،    Annotationالدخول إليه ووضع التسميات التوضيحية    وتم،  تم تحضيرهلتجميع الذي  ا نش  ملف   -8

 محا  دخول القطعة أو موقعها من خلال تحديد التسلسل وقطعه وإعادة إدخاله بموقع آخر. 
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 لإدخال تسلسلات وتركيبها في بلازميد Benchling(: واجهة منصة 1الشكل ) 

 
 طريقة ثانية لإدخال الجين الهدف:

 بال قرة السابقة. 2ل الهيحل البلازميدي مثل الخطوة ادخإ -1
 . NdeIإدخال الجين المطلوم  يها، ويجب مراعاة إدخال الجين بموقع تقطيع  ريد غير متكرر مثل موقع تقطيع أنزيم    المراد د النقطة  ي حد ت  -2

  ة دخل مت  د أ  القطعة الالو   insert sequenceس بالزر اليميني واختيار  و من خلال النقر بالما  المرادةو القطعة  أإدخال الجين الهدف   -3
 تحتوي على ن ع نهايات أنزيم التقطيع المطابقة. 

( واختيار تحميل الملف بالصيغة iتحميل النتيجة من خلال النقر على أيقونة )  تمالتجميع  من  الانتهاء  ظهور البلازميد المطلوم و بعد   -4
 .PDFتحميل الرسم التوضيحي والتسلسل بصيغة  تم  كما GenBankأو   FASTA، وهنا  صيغة مرادةال

 بوليميراز المعدّل PFUالتسلسلات المستخدمة في صناعة بلازميد . 2
 بوليميراز المعدل ما يلي: PFUتضم أبرز التسلسلات المستخدمة  ي تصنيع بلازميد 

 بوليميراز PFUجين . أ
وهو موقع المركز القومي الأميركي للتقانات الحيوية  NCBI، وتم أخذ تس       لس       له من موقع بوليميراز  Pfuوهو الجين المعبر عن أنزيم  

 حمضاً أمينياً. 775زوج قاعدي، ويعطي  2328ويبلغ طوله  GenBank: KF836420.1والمعلوماتية الحيوية، ورقمه التسلسلي 
 تسلسل الجين:

5’atgattttagatgtggattacataactgaagaaggaaaacctgttattaggctattcaaaaaagagaacggaaaatttaagatagagcatgatagaac

ttttagaccatacatttacgcccttctcagggatgattcaaagattgaagaagttaagaaaataacgggggaaaggcatggaaagattgtgagaattgttg

atgtagagaaggttgagaaaaagtttctcggcaagcctattaccgtgtggaaactttatttggaacatccccaagatgttcccactattagagaaaaagtt

agagaacatccagcagttgtggacatcttcgaatacgatattccatttgcaaagagatacctcatcgacaaaggcctaataccaatggagggggaagag

gagctaaagattcttgccttcgatatagaaaccctctatcacgaaggagaagagtttggaaaaggcccaattataatgattagttatgcagatgaaaatga

agcaaaggtgattacttggaaaaacatagatcttccatacgttgaggttgtatcaagcgagagagagatgataaagagatttctcaggattatcagggag

aaggatcctgacattatagttacttataatggagactcattcgacttcccatatttagcgaaaagggcagaaaaacttgggattaaattaaccattggaag

agatggaagcgagcccaagatgcagagaataggcgatatgacggctgtagaagtcaagggaagaatacatttcgacttgtatcatgtaataacaagga

caataaatctcccaacatacacactagaggctgtatatgaagcaatttttggaaagccaaaggagaaggtatacgccgacgagatagcaaaagcctgg

gaaagtggagagaaccttgagagagttgccaaatactcgatggaagatgcaaaggcaacttatgaactcgggaaagaattccttccaatggaaattcag

ctttcaagattagttggacaacctttatgggatgtttcaaggtcaagcacagggaaccttgtagagtggttcttacttaggaaagcctacgaaagaaacga



 جوزيف، أحمد, انطونيوس، سامر                                والتأكد من تركيبه   pTiبوليميراز معدّل باستخدام قالب    Pfuتصميم بلازميد لإنتاج أنزيم  

 13من  7

 

agtagctccaaacaagccaagtgaagaggagtatcaaagaaggctcagggagagctacacaggtggattcgttaaagagccagaaaaggggttgtgg

gaaaacatagtatacctagattttagagccctatatccctcgattataattacccacaatgtttctcccgatactctaaatcttgagggatgcaagaactatg

atatcgctcctcaagtaggccacaagttctgcaaggacatccctggttttataccaagtctcttgggacatttgttagaggaaagacaaaagattaagaca

aaaatgaaggaaactcaagatcctatagaaaaaatactccttgactatagacaaaaagcgataaaactcttagcaaattctttctacggatattatggcta

tgcaaaagcaagatggtactgtaaggagtgtgctgagagcgttactgcctggggaagaaagtacatcgagttagtatggaaggagctcgaagaaaagtt

tggatttaaagtcctctacattgacactgatggcctctatgcaactatcccaggaggagaaagtgaggaaataaagaaaaaggctctagaatttgtaaaa

tacataaattcaaagctccctggactgctagagcttgaatatgaagggttctataagaggggattcttcgttacgaagaagaggtatgcagtaatagatga

agaaggaaaagtcattactcgtggtttagagatagttaggagagattggagtgaaattgcaaaagaaactcaagctagagttttggagacaatactaaa

acacggagatgttgaagaagctgtgagaatagtaaaagaagtaatacaaaagcttgccaattatgaaattccaccagagaagctcgcaatatatgagca

gataacaagaccattacatgagtataaggcgataggtcctcacgtagctgttgcaaagaaactagctgctaaaggagttaaaataaagccaggaatggt

aattggatacatagtacttagaggcgatggtccaattagcaatagggcaattctagctgaggaatacgatcccaaaaagcacaagtatgacgcagaata

ttacattgagaaccaggttcttccagcggtacttaggatattggagggatttggatacagaaaggaggacctcagataccaaaagacaagacaagtcgg

cctaacttcctggcttaacattaaaaaatcc3’ 
 

 جين المقاومة للكانامايسين ب.
  GenBank: GQ149347.1وتم إدخاله  ي الهيحل القالب للبلازميد التعبيري، وأ خذ من تس لس ل جينوم الإش ريحية القولونية برقم تس لس لي 

 حمش أميني، وتسلسله كالتالي: 256ويحتوي جين المقاومة للمضاد الحيوي كانامايسين على  3711إلى الموقع  2941من الموقع 
5’ttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaa

aactcaccgaggcagttccataggatggcaagatcctggtatcggtctgcgattccgactcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaa

ataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagcc

attacgctcgtcatcaaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgcgcctgagcgagacgaaatacgcgatcgctgttaaaaggacaat

tacaaacaggaatcgaatgcaaccggcgcaggaacactgccagcgcatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgctgtt

ttcccggggatcgcagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattccgtcagccagtttagtct

gaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggcgcatcgggcttcccatacaatcgatagattgtcgcacct

gattgcccgacattatcgcgagcccatttatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgcggcctagagcaagacgtttcccgttgaatatgg

ctcat3’ 

 هيكل القالب للبلازميد التعبيري ج. 
وتم إدخال جين   5215bpويو ره مخبر العلوم الم توحة التابع لجامعة كامبريدج، ويبلغ طوله    backbone pTiتم اس      تخدام هيحل قالب 

ومنش      لتحس   ين التعبير    LacIللانتخام الأزرق للمس   تعمرات المحورة وجين    LacZ  بالإض   ا ة إلى كاس   ي مقاومة الكانامايس   ين ض   منه 
 لتضاعف البلازميد وتسلسله كالتالي: pBR322تضاعف مشتق من بلازميد  

5’cagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatc

tgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctatcgctacgtgactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccc

tgacgggcttgtctgctcccggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgc

gaggcagctgcggtaaagctcatcagcgtggtcgtgaagcgattcacagatgtctgcctgttcatccgcgtccagctcgttgagtttctccagaagcgttaa

tgtctggcttctgataaagcgggccatgttaagggcggttttttcctgtttggtcactgatgcctccgtgtaagggggatttctgttcatgggggtaatgatac

cgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggatgc

ggcgggaccagagaaaaatcactcagggtcaatgccagcgcttcgttaatacagatgtaggtgttccacagggtagccagcagcatcctgcgatgcaga

tccggaacataatggtgcagggcgctgacttccgcgtttccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgtt

ttgcagcagcagtcgcttcacgttcgctcgcgtatcggtgattcattctgctaaccagtaaggcaaccccgccagcctagccgggtcctcaacgacaggag

cacgatcatgctagtcatgccccgcgcccaccggaaggagctgactgggttgaaggctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgcctaatgagtgag

ctaacttacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcg

gtttgcgtattgggcgccagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagctgattgcccttcaccgcctggccctgagagagttgcagcaagcgg

tccacgctggtttgccccagcaggcgaaaatcctgtttgatggtggttaacggcgggatataacatgagctgtcttcggtatcgtcgtatcccactaccgag

atgtccgcaccaacgcgcagcccggactcggtaatggcgcgcattgcgcccagcgccatctgatcgttggcaaccagcatcgcagtgggaacgatgccc

tcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccggacatggcactccagtcgccttcccgttccgctatcggctgaatttgattgcgagtgagatatttatgcca

gccagccagacgcagacgcgccgagacagaacttaatgggcccgctaacagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgcccagtc

gcgtaccgtcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggcagcttccacagc
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aatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatcagcccactgacgcgttgcgcgagaagattgtgcaccgccgctttacaggcttcgacgccgcttc

gttctaccatcgacaccaccacgctggcacccagttgatcggcgcgagatttaatcgccgcgacaatttgcgacggcgcgtgcagggccagactggaggt

ggcaacgccaatcagcaacgactgtttgcccgccagttgttgtgccacgcggttgggaatgtaattcagctccgccatcgccgcttccactttttcccgcgtt

ttcgcagaaacgtggctggcctggttcaccacgcgggaaacggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgttactggtttcacatt

caccaccctgaattgactctcttccgggcgctatcatgccataccgcgaaaggttttgcgccattcgatggtgtccgggatctcgacgctctcccttatgcga

ctcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgaattgctcttcttaagcattactcgcatccattc

tcaggctgtctcgtctcgtctccgagctcttcaatgaggagtgagaccattgacagcgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtga

gcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtggaattgtgagcggataacaa

tttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatccccgggtaccgagctcgaattcactggccg

tcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaacttaatcgccttgcagcacatccccctttcgccagctggcgtaatagcgaagaggccc

gcaccgatcgcccttcccaacagttgcgcagcctgaatggcgaatggcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatg

gtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccgg

catccgcttacagacaagctgtgacactagtgagcacggtctcacgctagcatgaagagcaccccaggatacatagattaccacaactccgagcccttcc

acccgccggcgaggcccacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaa

ctggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaattta

acgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttctggcggcacgatggcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatg

aagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacaggctagtattattagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcat

atcaggattatcaataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccaaagaatggcaaggtcctggtaacggt

ctgcgattccgacccgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatcc

ggtgagaatggcaagagcttgtgcatttctttccagacttgttcaacaggccagccattacgctcgtcatcaaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattc

atgcgtgattgcgcctgagcaagacgaaatacacgatcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgtaaccggcgcaggaacacggccag

cgcatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaaggctgttttcccaggaatcgcggtggtgagtaaccacgcatcatcaggagt

acggataaaatgcttgatggtcgggagaggcataaactccgtcagccagttgagacggaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgccat

gtttcagaaacaactctggcgcatcgggcttcccatacaagcgatagattgtcgcacctgattgcccgacattatcgcgagcccatttatacccatataaat

cagcgtccatgttggagtttaagcgcggacgggagcaagacgtttcccgttgaatatggctcataacaccccttgtattactgtttatgtaagcagacagttt

tattgttcatgatgatatatttttatcttgtgcaatgtaacatcagagattttgagacacaacgtggctttgttgaataaatcgaacttttgctgagttgaagga

tcagctatttagaaaaataaacaaataggtcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggat

cttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctt

tttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcct

acatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcg

cagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaag

cgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgc

ctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaac

gcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagct

gataccgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagt3’ 

 Sso7dمعبر عن بروتين ال التسلسل الجينيد. 
المتحملة للحرارة الش    ديدة، حيث يمحن دمجه   Saccharolobus solfataricusهو تس    لس    ل معبر عن عامل بروتيني مش    تق من ع تيقة 

مباش      ر بالدنا مض      اعف الس      لس      لة ب ل ة قوية بما   Sso7dبوليميراز لزيادة الارتبا  بالدنا الهدف، إذ يرتبط بروتين  PFUمع جين أنزيم 
يح ي لتثبي    البوليميراز وتقلي  ل احتم  الي  ة ت ك  ك البوليميراز من الحمش النووي، ولكن يحو  ارتب  اط  ه ض               ي   اً بم  ا يح ي لتمحين أنزيم 

 .[9]البوليميراز من الانزلاق على طول الدنا القالب أثناء ت اعل البلمرة

من الموقع   AE006641.1  برقم تس          لس          لي  GenBankالمتاح  ي    Saccharolobus solfataricusتم أخذ التس          لس          ل من جينوم 
 .2320430إلى الموقع  2320224

5’ggtaccggcggtggcggtgcaaccgtaaagttcaagtacaaaggcgaagaaaaagaggtagacatctccaagatcaagaaagtatggcgtgtggg

caagatgatctccttcacctacgacgagggcggtggcaagaccggccgtggtgcggtaagcgaaaaggacgcgccgaaggagctgctgcagatgctgg

agaagcagaaaaag3’ 
 T7محفز  ه.
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وي س تخدم بش حل ش ائع لتن يم التعبير   1زوج أس اس ي يوض ع  ي موقع بدء النس خ عند +  18( مؤلف من Promoterوهو مح ز تعبيري )
وتس          لس          له  T7من نوع   Bacteriophageالجيني للبروتينات المؤش          بة، ويعد مح زاً طبي ياً لأنزيمات بوليميراز الرنا لعاثيات الجراثيم 

 ’taatacgactcactatagg3’5  التالي:

 LacIتسلسل جين معبر عن بروتين  و.
، ويعبر عن بروتين يشار   ي انتساخ الجينات، ووظي ته تن يم تعبير الجينات عندما Lac repressorويعرف بجين مثبط اللا توز  

ما يمنع انتساخ الجينات المسؤولة عن استقلام اللا توز عند عدم وجود اللا توز، ويمحن استخدامه    Promoter lacيرتبط بمنطقة مشغل  
  Pfuقبل الجين المعبر عن   Lacتم وضع مشغل    هذه الحالةقبلها، و ي    Lac م تاح تشغيل وإيقاف لت عيل الجينات عند وضع مشغل  

 GenBank: J01636.1 ويمحن الوصول لتسلسل الجين المعبر عنه من خلال الرقم التسلسلي  بوليميراز

5’gtgaaaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgccggtgtctcttatcagaccgtttcccgcgtggtgaaccaggccagccacgtttctgcgaaa

acgcgggaaaaagtggaagcggcgatggcggagctgaattacattcccaaccgcgtggcacaacaactggcgggcaaacagtcgttgctgattggcgt

tgccacctccagtctggccctgcacgcgccgtcgcaaattgtcgcggcgattaaatctcgcgccgatcaactgggtgccagcgtggtggtgtcgatggtag

aacgaagcggcgtcgaagcctgtaaagcggcggtgcacaatcttctcgcgcaacgcgtcagtgggctgatcattaactatccgctggatgaccaggatgc

cattgctgtggaagctgcctgcactaatgttccggcgttatttcttgatgtctctgaccagacacccatcaacagtattattttctcccatgaagacggtacgc

gactgggcgtggagcatctggtcgcattgggtcaccagcaaatcgcgctgttagcgggcccattaagttctgtctcggcgcgtctgcgtctggctggctggc

ataaatatctcactcgcaatcaaattcagccgatagcggaacgggaaggcgactggagtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgctgaatga

gggcatcgttcccactgcgatgctggttgccaacgatcagatggcgctgggcgcaatgcgcgccattaccgagtccgggctgcgcgttggtgcggatatct

cggtagtgggatacgacgataccgaagacagctcatgttatatcccgccgtcaaccaccatcaaacaggattttcgcctgctggggcaaaccagcgtgga

ccgcttgctgcaactctctcagggccaggcggtgaagggcaatcagctgttgcccgtctcactggtgaaaagaaaaaccaccctggcgcccaatacgca

aaccgcctctccccgcgcgttggccgattcattaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtga3’ 

 Lac Operonمشغل ز. 
للوسط المغذي للبحتيريا    IPTGوالهدف من إضا ته زيادة التعبير الجيني من خلال إضا ة مادة   وتم أخذ تسلسله مع بعش التعديلات

 ’ggaattgtgagcggataacaattcc3’5 بوليميراز، وتسلسله كما يلي:  Pfuالمعبرة عن أنزيم 
 و. ذيل متعدد الهيستدين 

من أجل تسهيل عملية وذلك    ،من الأنزيم الذي يتم التعبير عنه  ’3 ي الطرف    ةموجودكودونات معبرة عن الهيستدين ال  10ويت لف من  
للحصول    تنقية الانزيم بواسطة أعمدة الكروماتوغرافيا التي تحتوي على النيحل، ومن ثم يتم الغسل بواسطة محلول مشبع من الإيميدازول

 catcatcatcatcatcatcatcatcatcac3’5‘وتسلسله:  [10] نزيم الهدف لوحدهعلى الأ
التابع لجامعة كامبريدج وعند    open bioeconomy labبعد تركيب البلازميد تم طلب تصنيعه بواسطة تجميع غيبسو  من مختبر  و 

التقطيع الأنزيمي ب نزيم  استلامه   التركيب واحتواء    HindIIIاست خدم الرحلا  الكهربائي بعد  البلازميد على العناصر  للت  د من نجاح 
 المطلوبة به من خلال مقارنة طول البلازميد المقطّع الناتج مع مؤشر سلمي مرجعي.

 ي سبيل الت  د من تسلسل البلازميد الهدف ومطابقة النتيجة التصني ية المخبرية للنتيجة البرمجية، تم تصميم بادئين نوعيين لتغطية و 
وتم سلسلة القطعة المضخمة لاحقاً للت  د من   Benchlingاستخدام أداة تصنيع البوادئ التي تو رها منصة  ب  ذلكالجين الهدف كاملًا و 

 صحتها وعدم وجود ط رات بها. 
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 النتائج والمناقشة 
 . تصميم البلازميد النهائي 1

بعد اختيار التركيبات المناسبة للبلازميد التعبيري، وتعديل التسلسلات بحيث تكو  معبرة ولا تؤثر على عمل الجينات الخاصة بتضاعف  
الذي يوضح تجميع الجينات   2 ما  ي الشحل    bp 7476البلازميد وجينات الانتخام والجين الهدف، ظهر لدينا بلازميد تعبيري حجمه  

 .  [11] والشد ات التي تم اعتمادها لتركيب البلازميد

 
 بوليميراز المعدّل. Pfuالبلازميد التعبيري المصمم للتعبير عن أنزيم (: 2الشكل ) 

 

بوليميراز المعدّل ليعطي خصائص    pfuون رياً يضم البلازميد الناتج كل العناصر الأساسية للتعبير الجيني والانتخام والاستمرار  ي إنتاج أنزيم  
ولكن ما يميز هذا البلازميد عن غيره    Phusionبوليميراز العادي، ويدعى هذا الأنزيم تجارياً باسم    pfuمت وقة على أنزيم تا  بوليميراز وأنزيم 

ومن    bp  2000وقادر على مضاع ة الحمش النووي لأطوال ت وق    هو احتوائه على كا ة العناصر اللازمة  رضياً لإنتاج أنزيم مقاوم حرارياً 
 . مبرد، لكن هذا بحاجة إلى الاختبار لت  يده   بدرجة حرارة الغر ة دو  الحاجة لتخزين  عالًا  على البقاء  قادر    المحتمل أنه 

 الت  د من  عالية التحوير الجيني للبلازميد. 2
 الت  د من  عالية البلازميد بعد تصنيعه من خلال عدة طرق أبرزها ما يلي: تم

 الهضم الأنزيمي للبلازميد  .1.2
بوليميراز المعدّل إلى دنا خطي بعدد قطع  Pfuاستخدام أنزيم قطع توجد تسلسلاته مرتين  ي البلازميد لتحويل البلازميد التعبيري عن  تم

وظهرت النتائج العملية مطابقة لمحا اة   pTiلقطع البلازميد الذي يحتوي على هيحل    HindIIIيدل على هوية البلازميد، وتم اعتماد أنزيم  
 . 3 كما  ي الشحل تقريباً  bp 7500بطول حزمة  Benchlingالرحلا  و قاً لبرنامج 
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 للبلازميد المصمم والتقطيع الفعلي للبلازميد.  HindIII(: مقارنة نتائج محاكاة الرحلان بواسطة التقطيع الأنزيمي بأنزيم  3الشكل ) 

 
 التأكد من تسلسل الأنزيم بواسطة بادئات نوعية  .2.2

دخول  لمعر ة  بوليميراز وصولًا إلى نهايته    PFUالقطعة الممتدة قبل بدء جين  غط   زوج البوادئ    ولوحظ بعد الت  د من التضخيم أ 
 الجين إلى البلازميد الهدف  ي الموقع الصحيح من البلازميد، وكا  تسلسل البادئين كما يلي:

 61.7ودرجة حرارة انصهاره    2379إلى    2360غطي الموقع الممتد من  يccatatcgaaggtcgtcat3’’ 5تسلسل  ال  ذو  البادئ الأمامي • 
 .bp 19% وطوله 60درجة مئوية ومحتواه من الغوانين والسيتوزين 

الممتد من taactgctaacaaagcccg3’5البادئ العحسي تسلسله ‘ •   55.5ودرجة حرارة انصهاره     5102إلى  5084 ويغطي الموقع 
 . أيضاً  bp 19% وطوله 47درجة مئوية ومحتواه من الغوانين والسيتوزين 

 قالب هيحل البلازميد. منطقة لاحقة للجين تشمل تضم الجين الهدف مع  bp 2576ويبلغ طول القطعة الهدف للبادئين 
بالسلسلة من مختبر   القيام  للتصميم   open bioeconomy labبعد  موا قة  للبلازميد  السلسلة  نتيجة  كامبريدج وصل   لجامعة  التابع 

 . 4كما هو مبين  ي الكروماتوغرام بالشحل  البرمجي

 
 بين البادئين المختارين.pTi Pfu نتائج سلسلة قطعة التضخيم للبلازميد كروماتوغرام (: 4الشكل ) 

 عصن  البلازميد الم  
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 خلال رحلان البروتينات   تعبير البلازميد من التأكد من. 3.2
لمعر ة   SDS-PAGEلقيام برحلا  بروتينات  با   2019وزملاؤه  Sankarولمتابعة الت  د من تعبير البلازميد عن الأنزيم المطلوم، يوصي  

كيلو دالتو  هذا قد يعني غالباً أ     109-90الوز  الجزيئي للأنزيم الناتج بعد التنقية، وإذا ظهرت حزمة بروتينية عند وز  جزيئي بين  
لدراسة  وبعد إضا تها    IPTGإضا ة المادة المح زة للتعبير  الأنزيم موجود وتم التعبير عنه، ويمحن مقارنة التعبير الجيني عن الانزيم قبل

   .[12]   اءة التعبير

 PCRخلال القيام بتفاعل البروتين الناتج من التأكد من . 4.2
أو الكروماتوغرافيا السائلة عالية    بعد نجاح خطوات الت  د السابقة يمحن تنقية الأنزيم بإحد  طرق التنقية مثل الديلزة ب غشية النيتروسللوز

بوليميراز    PFUحيث ست هر ك اءة    PCRومن ثم استخدام الأنزيم الناتج  ي ت اعل    x10لمتعدد    الهيستدينمع استغلال ذيل    الأداء
ل الذي تم التعبير عنه  ي مضاع ة الدنا الهدف  . [ 13] المعد 

بالمحصلة يمحن الاستنتاج ب   البلازميد المصمم  ي هذا البحث تم تصنيعه بشحل سليم و قاً للاختبارات التي تم  عليه من رحلا   
لة القطعة التي تضم الجين المعبر عن أنزي لس  م  هربائي وتطابق نتائج المحا اة للرحلا  والتضخيم لقطعة منه بالبوادئ المصممة ونتائج س 

Pfu  .بوليميراز 
 توصيات ال

يم  و قاً لنتيجة تصميم البلازميد البرمجية يمحن طلب تصنيعه من قبل الشركات التجارية أو المخابر البحثية لاختبار  عاليته وك اءة الأنز 
بحتيرية مؤهبة وراثياً  إلى سلالة  البلازميد  بتحويل  ي نصح  ذلك  المختل ة، ولتحقيق  والبحثية والطبية  المخبرية  التطبيقات   الناتج عنه  ي 

ومن ثم استخلاص البلازميد الذي تم إ ثاره وتحويله من خلال تقنيات التحوير الوراثي   E-coli top10ع ته مثل  استقبال البلازميد ومضلا
 . E-coli Bl21 Rosettaلسلالة بحتيرية تعبيرية مثل 

 

 . 2021عام  2هذا البحث ممول من الهيئة العليا للبحث العلمي، رقم العقد  معلومات التمويل:
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