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:  أهن الحىاهل الوستخذهة في التٌسيل الجيٌي

 Plasmidsالبلاسويذات 
  انًَزقليخ انؾٕايم أٔل انجلاًٍٛلاد رؼل•

  ْٔٙ اٍزقلايبً، انؾٕايم أكضو ريال ٔلا
  ٔفبهط انشكم ؽهوٛخ DNA يٍ عيٚئبد

  Extrachromosomeic كؤيٕىٔيٛخ
  يٍ كضٛو نلٖ طجٛؼٙ ثشكم يٕعٕكح

  ؽوٛوٛبد ثؼض ٔنلٖ انجكزٛوٚخ انَلالاد
   .انقهٛخ ٔؽٛلاد انُٕٖ

  انطجٛؼٛخ انجلاًٍٛلاد Sizes ؽغٕو رزوأػ•
  أٍبً، كٛهٕ 20ٔ 2 ثٍٛ (أطٕانٓب)

  فبص ORI رضبػق أطم ػهٗ ٔاؽزٕائٓب
  DNA ػٍ ثًؼيل ثبنزضبػق نٓب ًَٚؼ

  رٕعل أٌ ًٚكٍ ٔثبنزبنٙ نهقهٛخ انغُٕٛيٙ
  انٕاؽلح انقهٛخ كٙ كجٛوح (ََـ) ثأػلاك
   .الأؽٛبٌ ثؼض كٙ ََقخ 700 إنٗ رظم



:  أهن الحىاهل الوستخذهة في التٌسيل الجيٌي

 Plasmidsالبلاسويذات 

  إنٗ انجلاًٍٛلاد ضًٍ إكفبنّ ًٚكٍ انن٘ DNA طٕل ٚظم•

15kb انجلاًٍٛل َٕع ثؾَت ٔمنك.   

  كٙ انطجٛؼٛخ انجلاًٍٛلاد ثبٍزقلاو انؾٕٛٚخ انزوبَخ شوكبد هبيذ•

  روبَبد ثٍٕبطخ انظُؼٛخ انجلاًٍٛلاد ػبئلاد يٍ انكضٛو رطٕٚو

 .انغُٛٛخ انُٓلٍخ

  يٍ هطؼخ ركضٛو ثٓلف انغيٚئٙ انزَُٛم كٙ انجلاًٍٛلاد رَزؼًم•

DNA (التٌسيل حواهل Cloning vectors) ٔإَزبط ثٓلف أ  

 .(expression vectors الجيٌي التعبير حواهل) يؤشت ثؤرٍٛ



أكضو  الجيل الثالث بلاسويذاثٚزٕاكو ؽبنٛبً ػلح أعٛبل يٍ انجلاًٍٛلاد ٔرؼل 

 :انجلاًٍٛلاد اٍزقلايبً ٔأْى إَٔاػٓب ػهٗ ٍجٛم انًضبل لا انؾظو

 pUCالعائلت 

 bpأحجام أفزاد هذه العائلة حوالً



•AmpicillinApR

•LacZ

Chromogene

Xgal

•PolylikerMCS       انذن٘ َٚذٓم ػًهٛذخ انزَُذٛم ثلضذم يذب

ٚؾّٕٚ يٍ يٕاهغ روٛٛل يلوكح

 .، ًَٚؼ نّ ثبنزضبػق ضًٍ انقلاٚب انجكزٛوٚخrepأطم رضبػق •



 ®Geminiالعائلت •

ٔ رؾٕ٘ انغٍٛ انًوبٔو   3000bpأؽغبو أكواك ْنِ انؼبئهخ لا رزغبٔى 

كلا ًٚكٍ   LacZثًُٛب رلزول نغٍٛ  الايجَٛٛهٍٛنهظبك انؾٕٛ٘ 

كٙ ؽٍٛ  . أىهم/اٍزقلايٓب كٙ ػًهٛبد اَزوبء انًَزؼًواد أثٛض

  نًؾضضٍٛرَهَهٍٛ   Polylikerرؾٕ٘ ػهٗ أطواف 

Promoters ٍََٛٛـ يٍ ًَط  ثبَيًٚٙفبطٍٛ  كبعRNA 

 .  T7ٔ الأَيٚى  SP6ثٕنًٛٛواى ًْٔب الأَيٚى 

  انًَُهخانغٍٛ  هٍٛمأْى يٛياد ْنِ انجلاًٍٛلاد إيكبَٛخ اَزَبؿ 

كًب أَّ   انلبعٍٛٛ انًؾضضٍٛضًُب يجبشوح كٙ انيعبط ثلضم أؽل 

انًضبك انًؼُٗ ثلضم انًؾضض انضبَٙ   RNAيٍ انَٓم اَزَبؿ 

نهكشق ػٍ   هٚجَٕكهٕٛرٛلٚخ يَبثواٍزقلايّ كٙ رؾضٛو  ٔ

 .انوٍٛم



 BlueScriptالعائلت •

رؼل ْنِ انؼبئهخ ثًب رؾّٕٚ يٍ أكواك ٔاؽلح يٍ أكضو انجلاًٍٛلاد  

ٔ منك ثَجت عًؼٓب نًٛياد أكواك . كلبءحً ٔكًبلًا  ٔرؼوٛلاً 

نول رى  . انؼبئهزٍٛ انَبثوزٍٛ ثبلإضبكخ إنٗ يٛياد أفوٖ علٚلح

  Geminiانؼبئهخ  ثلاًٍٛلادرطٕٚو ْنِ انجلاًٍٛلاد اثزلاءً يٍ 

ثزَهَم يؾضض  SP6 انلبعٙثؼل اٍزجلال رَهَم انًؾضض 

 .  T3ْٕ انًؾضض  ٔآفو نكُّ أكضو كلبءح  كبعٙ

  ثلاًٍٛلادانًٕعٕك كٙ  LacZنغٍٛ  انًويئ هل رى إضبكخ انزَهَم 

  انًأشٕثخاَزوبء انًَزؼًواد  ثبيكبَٛخيًب ًَٚؼ  pUCانؼبئهخ 

 . أىهم/ثطوٚوخ نَٕٛخ أثٛض

ضًُّ ٔمنك كٙ   انًَُهخكًب أٌ نٓنا انجلاًٍٛل إيكبَٛخ اَزَبؿ انغٍٛ 

 .LacZانقلاٚب انجكزٛوٚخ ثلضم اؽزٕائّ ػهٗ يؾضض انغٍٛ 



ٚؾزٕ٘ انجلاًٍٛل ػهٗ أطم 
عٍٛ ٔػهٗ ، ColE1رضبػق 

  الايجَهٍٛانًوبٔيخ نهظبك انؾٕٛ٘ 
Ampr ٍٛثبلإضبكخ إنٗ انغ ،LacZ 

  انجٛجزٛلٚخيوييح لأؽل انَلاٍم 

.  انـبلاكزٕىٚلاىانًكَٕخ لأَيٚى 
ضًٍ انغٍٛ   MCSلاؽظ انشلكخ 

LacZ  ثزَهَهٙ  ٔانًؾبطخ

. T7  ٔT3 انلبعٍٛ انًؾضضٍٛ

  نهشلكخ انُكهٕٛرٛل٘ٚؼطٗ انزَهَم 
MCS  أٍلم انجلاًٍٛل يغ يٕاهغ

لاؽظ . انزوٛٛل انًلوكح انزٙ رؾٕٚٓب

أٚضبً يٕاهغ انزوٛٛل انًُزشوح ػهٗ 

يؾٛط انجلاًٍٛل ؽٛش رشٛو الأههبو 

إنٗ انًٕاهغ انن٘ ٚؾلس ػُلْب 
 .انوطغ



اًتقاء الوستعورات الجرثىهية الحاوية على البلاسويذ  

 الوأشىب

ثبلاػزًبك ػهٗ انظلبد انزٙ   انًأشٕثخًٚكٍ اَزوبء انًَزؼًواد 

ثبلإضبكخ إنٗ انًوبٔيخ  )ٚؾًهٓب انجلاًٍٛل انًَزقلو نهزَُٛم 

 (.نهظبكاد انؾٕٛٚخ

 

الاَزوبء  انغٛم انضبَٙ يٍ انجلاًٍٛلاد ٚؼزًل ػهٗ طوٚوخ •
 . Negative selectionانَهجٙ 

الاَزوبء الاٚغبثٙ انغٛم انضبنش الأؽلس ٚؼزًل ػهٗ •
Positive selection  

 

 



ampicillin-resistance gene (amp R ),  
tetracycline-resistance gene (tet R ),  
the origin of replication (ori)  

طجٛؼٛخ  ثلاًٍٛلادثُٙ ثوثط ػلح شلف روٛٛل يٍ صلاس  pBR322انؾبيم 

 . E. coli ْٙٔ :R1, R6.5 and pMB1يأفٕمح يٍ 

  ٔعُٛزٍٛٚؾٕ٘ أطم رضبػق . شلغ يٍ الأٌٍ 4363ثلاًٍٛل ثؾغى 
 tetR tetracycline and ampR ampicillin: يوبٔيزٍٛ نهظبكٍٚ انؾٍٕٛٚٛ

لاَزوبء  selectable markersاَزوبء  كٕاًٍبد انغُٛزٙرَزؼًم ْبرٍٛ 

نكلا  sensitiveؽٛش ػبكح يب ركٌٕ انجكزٛوٚب ؽَبٍخ  انًؤشجخانًَزؼًواد 

 .  انظبكٍٚ هجم كفٕل انجلاًٍٛل



the cloning procedure: 

 :طريقت التٌسيل ضوي الحاهل

مما  tetR geneضمن الجٍن  DNAيذخل 

 inactivate the tetRٌؤدي إلى تعطٍلها 
gene  

 (.تصبح غٍز فعالة) 

:  بعذ التحىير تٌوى الخلايا على هستعورات

والتي   الوؤشبةويتن اختيار الوستعورات 

وحساسة  للأهبسلييتكىى هقاوهة 

  AmpRTetS colonies للتيرتراسكليي

 الاَزوبء انَهجٙ



the AmpRTetS colonies are the ones that contain recombinant DNA.  

Negative selection 



  يقزهلٍٛ ؽٍٕٛٚٛ نظبكٍٚ يوبٔيٍٛ عٍُٛٛٛ ػهٗ انجلاًٍٛل اؽزٕاء

  رؼطٛم إنٗ ؿبنجبً انزأشٛت ٚؤك٘ ؽٛش ،انزٛزواٍكهٍٛ ٔ كبلأيجَهٍٛ

  انًؾٕهح انًَزؼًواد رؾًهٓب انزٙ انظلبد يـٛواً انغُٛزٍٛ إؽلٖ

  انؾٍٕٛٚٛ انظبكٍٚ اؽل ٚؾٕ٘ ٍٔط ػهٗ ًَْٕب إنٗ ٚؤك٘ يًب ،ثّ

  ػهٗ انؾبٔٚخ انًَزؼًواد ثٍٛ انزًٛي ًٚكٍ ٔثبنزبنٙ اٜفو، كٌٔ

  ٚؾٕ٘ ٍٔط ػهٗ انًُٕ رَزطٛغ لا انزٙ رهك انًأشٕة انجلاًٍٛل

  رَُٛم لأٌ نًوبٔيزّ انًويي انغٍٛ رقوٚت َزٛغخ يؼٍٛ طبك

 ثٕعٕك رًُٕ انزٙ انًَزؼًواد ٔثٍٛ ضًُّ، رى انًطهٕثخ انشلكخ

  ْٔٙ ٍهٛى ثشكمٍ نّ انًوبٔو انغٍٛ ػهٗ اؽزٕائٓب َزٛغخ انظبك ْنا

  انًَزؼًواد أ٘ انًطهٕثخ انشلكخ ػهٗ رؾٕ٘ لا انزٙ انًَزؼًواد

 انًَزؼًواد َٕػٍٛ ثٍٛ انزًٛي ًٚكٍ انشكم ثٓنا ٔ .انًأشٕثخ ؿٛو

 .يززبنزٍٛ فطٕرٍٛ كٙ انًأشٕثخ ؿٛو ٔ انًأشٕثخ

 



 الانتقاء الاٌجابً

 أسرق/الانتقاء أبٍض

أٔ يب ًَٚٗ رلبػم    Positive selectionالاَزوبء الاٚغبثٙ •

انُبرظ ػٍ اؽزٕاء    Alpha complementationأنلب  انززبيٛخ

  نهجٛجزٛلانًوييح  LacZانجلاًٍٛل ػهٗ عيء يٍ انغٍٛ انغوصٕيٛخ 

 .  ؿبلاكزٕىٚلاىأنلب لأَيٚى ثٛزب 

 

ْٕ رلبػم ًٚكٍ اَغبىِ ثقطٕح ىهاػخ ٔاؽلح يًب ٚقزظو انكضٛو يٍ  

 .انٕهذ

 



انلاكزٕى   أٔثٛؤٌرى اٍزؼبهح ككوح ْنا انًُط يٍ الاَزوبء يٍ 

 .  انجكزٛو٘

  رَزوهتكٙ انَلالاد انجكزٛوٚخ انزٙ  الاثٛؤٌؽٛش ٚؾٕ٘ ْنا 

لأَيٚى   انًويي LacZانلاكزٕى ػهٗ صلاصخ عُٛبد هئَٛٛخ، ٔعٍٛ 

 .  ٔاؽل يُٓب ؿبلاكزٕىٚلاىثٛزب 

كٙ   يضبْئّٛانلاكزٕى ػُل رٕكو ٍكو انلاكزٕى أٔ أؽل  أثٛؤٌُٚلَؼم 

 .  ٍٔط ىهع انغواصٛى

كٙ ْنا انًُط يٍ الاَزوبء ٚزى افزٛبه ٍلالاد يٍ انجكزٛوٚب يؼلنخ   

ْٕ عيء يٍ الأَيٚى ثٛزب   نجٛجزٛلانلاكزٕى نؼٕىْب  رَزوهتعُٛٛبً لا 

 .  ألفا البيبتيذ انجٛجزٛلٚلػٗ ْنا  ؿبلاكزٕىٚلاى



أنلب كًب ٔٚزى   نهجٛجزٛل انًوييثًُٛب ٚزى اٍزقلاو ثلاًٍٛل ٚؾٕ٘ انزَهَم 

  ثٕنٛهُٛكوأٔ  MCSإكفبل ضًٍ ْنا انزَهَم انًٕهغ يزؼلك انزَُٛم 

Polyliker  . 

َظوٚبً رؾٕٚو ْنِ انَلانخ يٍ انجكزٛوٚب انًؼلنخ عُٛٛبً ثٓنا انًُط يٍ  

انلاكزٕى كٙ   اٍزولاةانجلاًٍٛل ٍٛؾًم طلخ علٚلح نهجكزٛوٚب ْٔٙ 

أنلب انن٘ ٚزًى   انجٛجزٛلٍٔط ٚؾٕ٘ ْنا انَكو ثلضم رؼجٛوِ ػٍ 

 .ؿبلاكزٕىٚلاىأَيٚى ثٛزب 



نلاَزوبء   انجلاًٍٛل٘يٍ انُبؽٛخ انؼًهٛخ ٚزى اٍزقلاو ْنا انًُط  
 .  انًأشٕثخالاٚغبثٙ نهًَزؼًواد 

  MCSانًطهٕثخ ضًٍ  Insertؽٛش ٚزى رَُٛم انشلكخ انًلفهخ 
ًُويِيانجلاًٍٛل، ؽٛش ٚؤك٘ ْنا إنٗ إػطبة انزَهَم  أنلب   نهجٛجزٛل ان

 .  ٕٔٚهق انزؼجٛو ػُّ

انلبهؽ ٍٕف ٚكٌٕ نٓب انولهح  ثبنجلاًٍٛلكبنقلاٚب انجكزٛوٚخ انًؾٕهح 
أنلب انًزًى نلأَيٚى ثًُٛب لا  انجٛجزٛلانلاكزٕى ثلضم  اٍزولاةػهٗ 

  اٍزولاة انًأشٕة ثبنجلاًٍٛلرَزطٛغ انًَزؼًواد انًؾٕهح 
 .  انلاكزٕى

كٙ انؾبنخ انطجٛؼٛخ ٚؾٕ٘ طجن انيهع َٕػٙ انًَزؼًواد انًؾٕهح  
، كئما رى إضبكخ  انًأشٕة ثبنجلاًٍٛلانلبهؽ ٔانًؾٕهح  ثبنجلاًٍٛل

-IPTG  (Isopropyl β-D-1يضم  انًضبْئبدانلاكزٕى أٔ اؽل 
thiogalactopyranoside )  إنٗ طجن انيهع ٍٛؼًم ػُلْب

 .الأثٛؤٌ



Recombinant selection with pUC8.  

Positive selection OR white bleu selection 

+ IPTG inducer non metabolized  
Isopropyl β D Thiogalactoside 



 انًَزؼًواد كٙ) انكبيم ؿبلاكزٕىٚلاى ثٛزب نلأَيٚى ًٔٚكٍ

 X-Gal رًَٗ يبكح َٚزوهت أٌ (انلبهؽ ثبنجلاًٍٛل انًؾٕهح

 ػٍ كُٛزظ رؾضٛوِ أصُبء انيهع ٍٔط إنٗ أٚضبً رضبف

  الوستعورة رظجؾ انهٌٕ ىههبء يبكح الأَيًٚٙ انزلبػم
   .الأزرق باللوى الفارغ بالبلاسويذ الوحورة

 ؿبلاكزٕىٚلاى انجٛزب أَيٚى ٚؼٕىْب انًأشٕثخ انًَزؼًواد ثًُٛب

 كزجوٗ X-Gal يبكح ْٔٙ انوكٛيح اٍزولاة كٙ لشمكز انلؼبل

  انًهَٕخ انًَزؼًواد ػٍ ثَٕٓنخ رًٛيْب ًٔٚكٍ انهٌٕ ثٛضبء

 .اىهم/اثٛض الاَزوبء ْنا اٍى أرٗ ُْب ٔيٍ ثبلأىهم



 استراتيجيات التٌسيل 

.  رقزهق رهك الاٍزوارٛغٛبد ثبفزلاف طجٛؼخ انشلكخ انًواك رَُٛهٓب

ضًٍ   DNAأْى الاٍزوارٛغٛبد انًَزقليخ كٙ رَُٛم شلكخ يٍ 

 :ثلاًٍٛل يب ْٙ

ًاتجت عي عوليت هضن  DNAاستراتيجياث تٌسيل شذفت هي 

 (.شذفت تقييذ)بوساطت أًسيواث التقييذ 

ًٚكٍ انزًٛي ثٍٛ طوٚوزٍٛ نزَُٛم شلكخ روٛٛل ٔمنك ثؾَت ػلك 

 :  أَيًٚبد انزوٛٛل انًَزقليخ نزؾضٛوْب

 .Insertاٍزقلاو أَيٚى ٔاؽل نزؾضٛو انشلكخ انًطهٕة إكفبنٓب •

 .Insertاٍزقلاو أَيًٚٙ روٛٛل يقزهلٍٛ نزؾضٛو انشلكخ انًلفهخ •



 Insertاستخذام أًزين واحذ لتحضير الشذفة الوطلىب إدخالها 

  ْنِ ٔكٙ انجلاًٍٛل نوطغ الأَيٚى َلٌ اٍزقلاو ٚغت انؾبل ْنِ كٙ•

  انلٍٕلبرٛخ انييوح ُٚيع ثأَيٚى هطؼّ ثؼل انجلاًٍٛل يؼبنغخ ٚغت انؾبل

  اٍزقلاو ػُل َلَّ ػهٗ انجلاًٍٛل اَـلام ػٕكح نزلبك٘ `5 انُٓبٚخ يٍ

   .ثبنجلاًٍٛل انًلفهخ انشلكخ هثط ثٓلف انهٛـبى انوثط أَيٚى

  ػٍ انشلكخ رُوٗ .ٔانجلاًٍٛل انشلكخ يٍ كم رُوٛخ ٚزى انزبنٛخ انًوؽهخ كٙ•

  .انزؾضٛو٘ انكٓوثبئٙ انوؽلاٌ ثٍٕبطخ يُّ اهزطؼذ انن٘ DNA ثبهٙ

  ثٓلف انًطهٕثخ ثبلأَيًٚبد يؼبنغزّ رًذ انن٘ انجلاًٍٛل ُٚوٗ ثًُٛب

  انلُٕٛنٙ الاٍزقلاص ثطوٚوخ ٔمنك انجؤرُٛبد ْنِ يٍ انزقهض

   .ثبنزُوٛخ فبص كٛذ ثبٍزقلاو أٔ انكؾٕنٙ ثبنزوٍٛت انًزجٕع



استخذام أًزيوي تقييذ هختلفيي لتحضير الشذفة الوذخلة 

Insert 

  ػُلْب ٔٚؼًل الأَيًٚبد ثُلٌ انجلاًٍٛل هطغ ٚغت انؾبل ْنِ كٙ•

  نزقهض انزؾضٛو٘ انكٓوثبئٙ ثبنوؽلاٌ انًؼبنظ انجلاًٍٛل رُوٛخ إنٗ

 انزوٛٛل يٕهؼٙ ثٍٛ ػبكح رٕعل ٔانزٙ انجلاًٍٛل يٍ انًجؼلح انشلكخ يٍ
   .انهٛـبى اٍزقلاو ػُل ثبنجلاًٍٛل هثطٓب لإػبكح رلبكٚبً

  رلفم أٌ نٓب ًٚكٍ لا أ٘ هوجهاً ٚكٌٕ انطوٚوخ ثٓنِ انشلكخ إكفبل•

 .انًأشٕثخ انجلاًٍٛلاد يٍ ٔاؽل ًَط ٔانُزٛغخ ٔاؽلٍ ثشكمٍ إلا

 ٔاؽل روٛٛل ثأَيٚى يوطٕع ثلاًٍٛل ضًٍ DNA يٍ شلكخ إكفبل •

  ثزٕعٍٓٛ رلفم أٌ نهشلكخ ًٚكٍ ؽٛش هوجهاً غير إدخالًا ٚؼل كوط

  ٔمنك انًأشٕثخ انجلاًٍٛلاد يٍ َٕػٍٛ ػُّ ُٚزظ يًب يقزهلٍٛ

 .انظلكخ رؾكًّ انن٘ انًلفهخ انشلكخ رٕعّ ثؾَت



استخذام أًسيوي تقييذ هختلفيي  
 Insertلتحضير الشذفت الوذخلت 


