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لأنزیم استخدام قواعد البیانات لتحدید مواضع القطع ورسم خارطة التقیید للجین المشفر
Bacillus stearothermophilusاللایبیز من بكتریا  

Using of Data Base to Determine the Restriction Sites and Drawing
Restriction Map for Lipase Gene from Bacillus stearothermophilus
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خلصمسال
)  والبروتینات ذات العلاقة في تصمیم برنامج Rebase(استخدمت قواعد البیانات الخاصة بأنزیمات التقیید

Bacillusم خارطة التقیید لجیـن اللایبیز من بكتریا لتحدید مواضع القطع ورسQuick basicتنفیذي بلغة 
stearothermophilus وقد تم التمكن باستخدام ھذا البرنامج الذي یعد ذو فائدة كبیرة في التنبؤ بأنماط .

نوع من 46التقطیع لجزیئات الدنا الأرتباطیة من تحدید مواضع القطع الخاصة بستة عشر إنزیم من بین
و SmaIوقد أظھرت النتائج إن كل من إنزیمات التقیید .المختلفة التي شملتھا الدراسةإنزیمات التقیید

XhoI وSalI وDdeI وClaI وEagI وBspHI وAccIوEcoRV وHaeIIوBanI وBclI و
CfrIوSstI وKspIوNaeIتمتلك تسلسلات تعرفیھ ومواضع قطع في مناطق مختلفة من تعاقب الجین .
كما تم التمكن تم تحدید تلك المواضع بدقة وحساب حجوم القطع الناتجة في حالة المعاملة بھذه الأنزیمات .وقد 

من رسم خارطة التقیید لجین اللایبیز التي تبین المواضع الحساسة لإنزیمات التقیید وتحدید المنطقة المشفرة 
زوج 1725تیدي الكامل للجین البالغ حجمھ زوج قاعدي ضمن التعاقب النكلیو1254للإنزیم والبالغ حجمھا 

قاعدي .
Abstract

pecific data base was used for restriction enzymes (rebase) and related
proteins, to design executive program in quick basic language to determine the
restriction sites and drawing restriction map for the complete sequence of lipase
gene from Bacillus stearothermophilus. This program which was of a great
benefit in prediction of the restriction patterns for the analysis of recombinant
DNA molecules was used to determine the restriction sites for 16 enzyme among
46 type of different restriction enzymes having recognition sequences included in
lipase gene which they are SmaI, XhoI, SalI, DdeI, ClaI, EagI, BspHI, AccI,
EcoRV, HaeII, BanI, BclI, CfrI , SstI, KspI and NaeI. Results showed that it
could be determine accurately the restriction sites and fragments sizes resulted in
case of the treatment of lipase gene with these restriction endonucleases. It was
also enabled to draw restriction map specific for these enzymes and determine
coding region for lipase gene sized of 1254 bp included in the complete sequence
for the cDNA of the gene sized of 1725 bp.

المقدمة 
یعرف النوع الثاني من إنزیمات التقیید بأنھا تلك المجموعة من الإنزیمات التي تتمیز بقابلیتھا على التعرف على 

مزدوجة الخیط وتقطع بنمط معین ضمن أو قرب (DNA)تسلسلات خاصة ضمن جزیئات الـحوامض النوویة 
أنزیم 262أنزیم تقیید منھا 3698الإنزیمات بلغت . وقد عزلت أعداد كبیرة ومتنوعة من ھذه ]1[ذلك التعاقب

) Rebaseمشخصة بدقة ، وقد دونت عنھا المعلومات بالكامل ضمن قواعد البیانات الخاصة بإنزیمات التقیید (
، الأنزیمات متناظرة ، موضع القطعمن حیث التسلسل التعرفيھذه الإنزیماتالتي تضم المعلومات الكاملة عن 

. ، التراكیب البلوریة والحرارة المثلى لعمل الإنزیم، بیانات التسلسل، الحساسیة للمثیلةفر التجاريالقطع ، التو
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Nicking) ، أنزیمات الثلم ( DNA methyl transferasesكما تتضمن أیضاً أنزیمات الدنا الناقلة للمثیل ( 
enzymes لقابلیة الدقیقة لھذه الأنزیمات على كسر . أن ا]2،3[) وتخصص الوحدات الفرعیة لھذه الأنزیمات

، العاثیات والفایروسات المختلفة كالبلازمیداتDNAسمحت بنشر وتضاعف جزیئات الـ DNAجزیئات 
. وقد استخدمت بعض الجزیئات الصغیرة [4]الحیوانیة فضلاً عن وضع الخرائط الفیزیائیة لمثل ھذه الجزیئات 

مواضع القطع الخاصة بھذه الأنزیمات وذلك بعد تطور التقنیات السریعة لتحدید الحجم لتحدید التسلسل التعرفي و
SV40[6]والفایروسات pBR322[5]التعاقب والتي قادت إلى تحدید التعاقب النكلیوتیدي الكامل للبلازمید 

لمكتشفة حدیثاً ، حیث تم التمكن من استنباط التسلسل ألتعرفي ومواضع القطع لأنزیمات التقیید اX174Ø[7]و
من خلال معاملة ھذه الجزیئات الصغیرة بأنزیم التقیید المراد تشخیصھ بالتعرف على نمط التقطیع وحجوم القطع 

.[8]الناتجة بمساعدة الحاسوب
إن تصمیم برنامج تنفیذي بمساعدة الحاسوب لتعیین التسلسل ألتعرفي ومواضع القطع لأنزیمات التقیید ضمن 

المختلفة وتحدید حجوم القطع الناتجة من المعاملة بھذه الإنزیمات یعد ذو فائدة كبیرة لتشخیص DNAجزیئات الـ
الطفرات الوراثیة التي تتعرض لھا الجینات كطفرات الغرس ، الحذف أو الاستبدال لزوج قاعدي واحد أو أكثر 

أن مثل ھذه البرامج تساعد في استنباط ، كما [9]مما یساھم في تحدید درجة التقارب الوراثي بین الكائنات الحیة 
المنغرسة عندما یكون تسلسل نكلیوتیداتھا معروفا دون الحاجة إلى استئصالھا DNAأنماط التقیید لجزیئات الـ

، فضلا عن مساھمتھ الكبیرة في دراسة أنماط التقیید ورسم الخرائط الفیزیائیة ( خرائط التقیید ) [10]وتنقیتھا 
، إذ إن ھذه المعلومات تعد أساسا لنجاح تجارب الاستنسال الجزیئي للعدید من الجینات [9]لقیة المستقیمة والح

وبشكل خاص تلك التي تشفر لنواتج حیویة مھمة للإنسان كالبروتینات المناعیة والإنزیمات العلاجیة كإنزیم 
, وللإنزیم تطبیقات صناعیة مختلفة في ) الذي یحفز تفاعل التحلل المائي للكلیسریدات الثلاثیة 3.1.1.3اللایبیز(

. وعلى ھذا الأساس فقد كان الھدف من [11]إنتاج الأحماض الدھنیة الحرة وبناء الببتیدات والاسترات المفیدة 
ھذا البحث ھو استخدام قواعد البیانات الخاصة بالنوع الثاني من إنزیمات التقیید لتصمیم برنامج تنفیذي للتنبؤ 

تحدید حجوم القطع الناتجة من معاملة التعاقب النكلیوتیدي الكامل للدنا المشفر لإنزیم اللایبیز بمواضع القطع و
بعدد من إنزیمات التقیید فضلا عن رسم الخارطة Bacillus stearothermophilusالمشتق من بكتریا

ب النكلیوتیدي الكامل للجین .) المشفرة للإنزیم ضمن التعاقORFالفیزیائیة للجین وتحدید منطقة القراءة المفتوح(
طرائق العمل

وقد تم تكییف البرنامج Quick basicلكتابة برنامج بلغة Bioinformaticsاستخدمت المعلومات الحیویة
) یوضح المخطط الانسیابي للبرنامج . حیث 1، شكل (Visual basicلات السریعة بلغة لیتوافق مع التحلی

:تم تقسیم العملیة التنفیذیة للبرنامج إلى ثلاثة مراحل ھيیلاحظ من ھذا الشكل بأنھ قد 
) Inputالمدخلات (.1

Bacillusأجري في ھذه المرحلة إدخال التعاقب النكلیوتیدي الكامل لإنزیم اللایبیز المشتق من بكتریا 
stearothermophilusزوج 1725) ، إذ یبلغ حجم الجین 2والمبین في شكل ([12]المستنبط من قبل و

على شكل سلسلة ببتیدیة متعددة حامض أمیني ،417قاعدي یشفر لبروتین (أنزیم) مفرز خارجیا مؤلف من 
حامضا أمینیا یحفز التحلل 388حامض أمیني) والبروتین الفعال المؤلف من 29متكونة من تعاقب الإشارة  (

ل التعاقب النكلیوتیدي لھذا الجین بالتسلسل ، ھذا ویمكن استبداالمائي للكلیسریدات الثلاثیة طویلة السلسلة 
أخرى سواء كانت بلازمیدیة ، كوزمیدیة أو كروموسومیة مھما كان DNAالنكلیوتیدي الكامل لأي جزیئھ

نوع من أكثر إنزیمات التقیید 46حجمھا . كما تم إدخال المعلومات الخاصة بعدد من إنزیمات التقیید وعددھا 
ختبرات البیولوجي الجزیئي ، وقد شملت ھذه المعلومات التسلسل ألتعرفي وموضع القطع شیوعا واستخداما في م

الخاص بكل إنزیم ضمن ھذه التسلسلات .
) Restriction calculationsحسابات التقیید (.2

بعد إدخال المعلومات الخاصة بأنزیمات التقیید التي تمتلك تسلسلات تعرفیة ضمن التعاقب النكلیوتیدي الكلي
زوج قاعدي للدنا المشفرة لإنزیم اللایبیز والبیانات المحورة فقد تم إجراء حسابات التقیید لعدد القطع 1725البالغ 

الناتجة من المعاملة بكل أنزیم وتحدید مواضع القطع ضمن التسلسل النكلیوتیدي الكامل للجین و حجوم القطع 
. الناتجة
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)Outputالمخرجات ( .3
. حیث تم طباعة مواضع الھدف الخاصة بكل أنزیم المرحلة إلى نتائج مطبوعة ونتائج مرسومةیمكن تقسیم ھذه

. وقد طبعت ھذه لتتبع بالمجموعة الكاملة لحجوم قطع التقیید الناتجة فضلاً عن تحدید منطقة الدنا المشفرة للإنزیم
مت خارطة التقیید مؤشراً علیھا مواقع النتائج بشكل تعاقبي على طول التسلسل النكلیوتیدي الكامل للجین ورس

زوج قاعدي لكل تدریجھ یوضح مواضع القطع ومنطقة 345القطع برفقة مقیاس مدرج لحجم الجین بمقدار 
التشفیر ضمن الحجم الكلي للجین ، وأخیراً فقد صمم البرنامج ضمن ھذه المرحلة لیتسنى حساب حجوم قطع 

. من أنزیمات التقییدالتقیید الناتجة من المعاملة بكل نوع 

) : المخطط الانسیابي للبرنامج1شكل (

1 tgatggaacgctgccatgccagagtgcagccaccttccattgtcggcggg
51 aaacgaaatgcgccggcacaaacatgcgcttttctctttctctcacagaa

101 aaacccgacaattgccgggattgaatcagtcggttgatatatatagaata
151 tttaggtaattatgaacaaaaagattccgtttatgtgaggggaggagaag
201 gataggatgatgaaaggctgccgggtgatggttgtgttgctcggattatg
251 gtttgtgttcggcctatcggtcccgggagggcggacggaagcggcatctc
301 cacgcgccaatgatgcacccatcgtgcttctccatgggtttaccggatgg
351 gggcgagaggaaatgcttggattcaagtattggggcggcgtacgcggcga
401 tatcgaacaatggctgaacgacaacggatatcgaacgtatacgctggcgg
451 tcggaccgctctcgagcaactgggaccgggcgtgtgaagcgtacgcccag

لمدخلاتا
نا لإنزیم اللایبیزأبعاد وحجم سلسلة الد
التعاقب النكلیوتیدي الكامل للجین
أسم أنزیم التقید، التسلسل ألتعرفي وموضع القطع

حسابات التقیید
حسابات مواضع التقیید
حسابات حجوم القطع الناتجة
حسابات خریطة التقیید

المخرجات
طبع مواضع التقیید ضمن الخارطة الفیزیاویة
لتقییدطبع حجوم قطع ا
رسم خارطة التقیید
رسم منطقة التشفیر
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501 cttgtcggcggaacggtcgattatggcgcggcccatgcggcgaacgacgg
551 ccatgcgcggtttggccgcacgtatccggggttgctgccggaattgaaaa
601 gaggaggccgcgtccatatcatcgcccacagccaaggagggcagacggcc
651 cgtatgcttgtctcgctcctggagaacggaagccaagaagagcgggagta
701 cgccaaggagcacaacgtgtcgttgtcgccgttgtttgaaggcggacatc
751 gttttgtgttgagcgtgacgaccatcgccactcctcatgacgggacgacg
801 cttgtcaacatggttgatttcaccgatcgcttttttgacttgcaaaaagc
851 ggtgctggaagcggcggctgtcgccagcaacgcgccgtacacaagcgaaa
901 tatacgattttaagctcgaccaatgggggctgcgccgcgagccaggcgaa
951 tcgttcgaccattattttgaacggctcaagcgctcccctgtctggacatc

1001 gaccgataccgcccgctacgatttatccgttcccggggctgagacgttga
1051 atcgatgggtgaaagccagcccgaatacgtattatttgagcttttctacc
1101 gaacggacgtatcgaggagctctgacaggcaactattatcccgaacttgg
1151 aatgaacgcattcagcgcgattgtctgcgccccgtttctcggctcgtacc
1201 gcaatgcggcgcttggcattgacagccattggcttgggaacgacggcatt
1251 gtcaataccatttcgatgaacggtccgaagcgtggatcaaacgatcgaat
1301 cgtgccgtatgacgggacgttgaaaaaaggagtttggaatgatatgggga
1351 cgtacaaggtcgaccatttggaagtcatcggcgttgacccgaatccgtca
1401 tttaatattcgcgccttttatttgcggcttgccgagcaactggcgagttt
1451 gcggccttaaaacgagtattttgcgaaaaagccatctcgatcggatggct
1501 cttttttttgaggagcaagctcttgagttgtatgacggccgcggatgtcc
1551 gatggtataataagggcaaagcaagcggatgggggaatggacgtgaagcc
1601 gcctgagcgaaaaggaacggtatacgtatcaagattatgtcaagtgggac
1651 ggacggtgggagctgatcaacggcgtaccttacaacatggcaccggcccc
1701 ttcatttgtctaccagtcgatcgtc

النتائج والمناقشة :
التي تھتم بتطبیقات تقانة إدارة وتحلیل قواعد البیانات Bioinformaticsإن استخدام المعلومات الحیویة

البیولوجیة لجمع وخزن وتحلیل ودمج تلك المعلومات والبیانات من خلال برامج حاسوبیة یعد أمرا مھما في 
وعلى ھذا الأساس فقد تم بناء ,نوویة والبروتینات بشكل خاصاستكشاف جزیئات الحیاة المختلفة كالحوامض ال

Restrictionذه الجزیئات مثل قواعد البیانات الخاصة بأنزیمات التقیید الخاصة بكل من ھقواعد البیانات
enzymes databaseى الشبكـــــة الدولیة للمعلوماتالتي رُصد لھا موقعاً علــ

http://rebase.neb.com/rebase.html[2]لتسھیل تداول جمیع المعلومات الخاصة بھذه الأنزیمات ،
، فقد [13]للبحث عن إمكانیة وجود مواضع حساسة لإنزیمات التقییدDNAونظراً لأھمیة تحلیل تعاقبات الـ 

DNAتم التوجھ إلى تصمیم برنامج تنفیذي للتنبؤ النظري بمواضع القطع ومن ثم رسم خارطة التقیید لأي قطعة 
مھما بلغ حجمھا سواء كانت بلازمیدیة ، كوزمیدیة أو كروموسومیة فضلاً عن محتواھا من الجینات التركیبیة 

, وقد صمم البرنامج والتنظیمیة وذلك بعد تحدید التعاقب النكیلوتیدي الكامل لھذه الجینات أو لھذه الجزیئات
تم إدخال التعاقب النكلیوتیدي الكامل للجین المشفر .لیتسنى تنفیذه باستخدام أبسط أجھزة الحاسوب المختبریة 

إن ھذا الجین )2, ویلاحظ من شكل (Bacillus stearothermophilusلإنزیم اللایبیز المشتق من بكتریا
207) بطولPromoterزوج قاعدي ویتكون من أربعة مناطق متمیزة ھي منطقة الحفاز(1725مؤلف من

–10) و TTGATA(–35والتي تحتوي على منطقتي ب النكلیوتیدي للجینزوج قاعدي في بدایة التعاق
)GGTAAT اللتان تمثلان منطقتي ارتباط إنزیم الاستنساخ (RNA polymerase ثم التعاقب الذي یمثل ,

المؤلفة ORFثم منطقة التشفیر, ATG) قبل الشفرة البادئة لعملیة الاستنساخRBSمنطقة ارتباط الرایبوسوم (
حامض أمیني تمثل 29حامضا أمینیا منھا 417زوج قاعدي تشفر لسلسلة ببتیدیة متعددة مكونة من 1254ن م

. كما حامض أمیني388القائدة للإنزیم وتعاقب الإنزیم الناضج المؤلف منSignal sequenceتعاقب الإشارة 
) التي تشفر للحامض الأمیني ATG)start codonیلاحظ أیضا أن منطقة التشفیر تبدأ بالشفرة البادئة 

TAAالشفرة الناھیة للاستنساخبزوج قاعدي من بدایة تعاقب الجین وتنتھي 207المیثایونین والتي تقع على بعد 
stop codon وأخیرا منطقة الفاصل ،Terminator  زوج قاعدي وتقع في نھایة الجین264التي یبلغ طولھا.

اقب النكلیوتیدي الكامل للدنا المكملة للجین بوساطة الحاسوب ضمن مدخلات وقد أجریت عملیة إدخال التع
نوع من النوع الثاني من إنزیمات التقیید 46البرنامج الذي صمم بحیث یحتوي على المعلومات الكاملة عن 

Bacillus) : التعاقب النكلیوتیدي الكامل لجین اللایبیز المشتق من بكتریا 2شكل ( stearothermophilus.
Kim12(وجماعتھ(.
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ل منھا , وسداسیة ومواضع القطع الخاصة بكالمختلفة التي تتعرف على تسلسلات نكلیوتیدیة رباعیة ، خماسیة
ضمن ھذه التسلسلات ، ھذا ویمكن زیادة حجم البرنامج لیعطي المعلومات الكاملة عن مواضع القطع وحجوم 

نوع من إنزیمات التقیید المعروفة والمشخصة بدقة في الوقت 150قطع التقیید الناتجة عن المعاملة بأكثر من 
. الحاضر

إنزیم من إنزیمات التقیید المختلفة تمتلك تسلسلات 16لى إن ھناك ) إ1جدول (النتائج التنفیذیة المبینة في وتشیر
إنزیم آخر من 30تعرفیھ ومواضع قطع ضمن التعاقب النكلیوتیدي الكامل لجین اللایبیز , في حین أن ھناك 

) .2جدول (الجین وكما ھو مبین في إنزیمات التقیید الأخرى التي لا تمتلك لمثل ھذه التسلسلات ضمن تعاقب
.ویلاحظ أیضا من خلال النتائج 

إنزیمات التقیید التي تمتلك تسلسلات تعرفیة ومواضع قطع ضمن التعاقب النكلیوتیدي الكامل لجین اللایبیز المشتق من :)1جدول(
بكتریا 

Bacillus stearothermophilus.
نوع النھایةموضع القطعالتسلسل التعرفيأنزیم التقیید

SmaICCCGGGG Cمستویة

XhoICTCGAGT Cلاصقة

SalIGTCGACGTلاصقة

DdeICTNAGTCلاصقة

ClaIATCGATTCلاصقة

EagICGGCCGCGGلاصقة

BspHITCATGACTلاصقة

AccIGTMKACM  Tلاصقة

EcoRVGATATCTAمستویة

HaeIIRGCGCYYCلاصقة

BanIGGYRCCGGلاصقة

BclITGATCAG Tلاصقة

CfrIYGGCCRY Gلاصقة

SstIGAGCTCCTلاصقة

KspICCGCGGGG Cلاصقة

NaeIGCCGGCG Cلاصقة

Tأو C = Y؛ Gأو A = R؛ Tأو K=G؛CأوM=A؛أي قاعدةN =حیث أن :

) : إنزیمات التقیید التي لا تمتلك تسلسلات تعرفیھ ومواضع قطع ضمن التعاقب  النكلیوتیدي الكامل لجین اللایبیز 2جدول (
موضع القطع التسلسل التعرفي أنزیم التقیید

AA AAGCTT HindIII

AG GAATTC EcoRI

TA TTTAAA AhaIII

CCC GGGCCC ApaI

GG GGATCC BamHI

G A AGATCT BglII

TA GTTAAC HpaI
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AC ACGCGT MluI

CC GGTACC KpnI

TC GACGTC AatII

TGC GCATGC SphI

TC TCTAGA XbaI

TC CGATCG PvuI

GGC GGCGCC NarI

GCG CCGCGG SacII

GA CTGCAG PstI

GCG TGCGCA FspI

CAT CATATG NdeI

TC CTTAAG AflII

TA AGTACT ScaI

AC ACTAGT SpeI

TA AATAAT SspI

GC AGGCCT StuI

CC CCTAGG AvrII

CG TGCGCA FspI

GC TCGCGA NruI

T CA ATGCAT NsiI

CR GRCGYC AcyI

GG GGNCC AsuI

GC CAGCTG PovII
أي قاعدةN=؛ Tأو C = Y؛ GأوA = Rحیث أن : 

سلات نكلیوتیدیة التي تتعرف على تسلEcoRVوSmaI) أن القطع بإنزیمات التقیید 1المبینة في جدول (
DNAتعطي قطعذات نھایات مستویة في حین إن المعاملة بأنزیمات التقیید الأخرىDNAسداسیة یعطي قطع

ذات نھایات لاصقة . وتعد ھذه النتائج مھمة في تجارب الاستنسال الجزیئي عند الحاجة لأستنسال الجین في أحد 
الكاملة عن إنزیم التقیید الملائم لقطع الجین أو استئصالھ ونوع نواقل التعبیر الملائمة من خلال توفر المعلومات

. [14]النھایات الناتجة في كل حالة لیتسنى اختیار ناقل التعبیر الملائم للاستنسال وطریقة الربط المناسبة 
د التي تمتلك ) إلى اختلاف تردد التسلسلات التعرفیة الخاصة بإنزیمات التقیی3وتشیر النتائج المبینة في جدول (

2،  إذ یتردد ھذا التسلسللموضع قطع ضمن التعاقب النكلیوتیدي الكامل لجین اللایبیز – مرة وفي مواقع 1
الذي یمتلك SmaIمختلفة مما یؤدي إلى إعطاء قطع تقیید ذات حجوم مختلفة ، فعند المعاملة بإنزیم التقیید 

760،(273ج عنھ ظھور ثلاثة قطع تقیید تبلغ أحجامھاموضعي قطع في مواقع مختلفة ضمن تعاقب الجین ینت
زوج 1263)،(462زوج قاعدي على التوالي ، في حین یلاحظ ظھور قطعتي تقیید یبلغ حجمیھما ) 692،

الذي یمتلك موضع قطع واحد ضمن ھذا التعاقب وھكذا XhoIقاعدي على التوالي عند المعاملة بأنزیم التقیید
.)3زیمات التقیید الأخرى المبینة في جدول (بالنسبة لبقیة إن
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التقیید التي تمتلك بأنزیماتلجین اللایبیز : مواضع القطع و حجوم القطع الناتجة من معاملة التعاقب النكلیوتیدي الكامل)3جدول(
لتسلسلات تعرفیة ضمن تعاقب الجین 

عدد مرات أنزیم التقیید
لقطعا

حجوم القطع الناتجة (كیلو زوج)مواضع القطع
القطعة الثالثةالقطعة الثانیةالقطعة الأولىالموضع الثانيالموضع الأول

SmaI22731033273760692
XhoI1462-4621263-
SalI11360-1360365-
DdeI2104016401040564121
ClaI11052-1052673-
EagI11537-1537188-

BspHI1786-786939-
AccI11709-170916-
SacI11118-1118607-

EcoRV2400428400281297
HaeII11209-1209516-
BanI11690-169035-
BclI11665-166560-
CfrI2549564549151161
SstI11118-1118607-
KspI11540-1540185-
NaeI163-631662-

و Sau3Aومن النتائج الأخرى التي تم التوصل إلیھا في ھذه الدراسة ھو إمكانیة استخدام احد إنزیمي التقیید 
MboIفي بناء مكتبة الجینات الخاصة بالدنا الكروموسومي لبكتریاBacillus stearothermophilus وذلك

مرات ضمن التعاقب النكلیوتیدي الكامل لجین AGCT (6نظرا لتردد التسلسل التعرفي لھذین الإنزیمین (
) . لذا یعد ھذان 3جدول (مات التقیید الأخرى المبینة في اللایبیز بالمقارنة مع تردد التسلسل التعرفي لبقیة إنزی

لھضم الجزئي للدنا الكلي للجین باستخدام إنزیم تقیید الإنزیمان ملائمان جدا في ھذه العملیة التي تتطلب إجراء ا
ذات نھایات مستویة یمكن DNAیتعرف على تسلسل نیكلیوتیدي رباعي یقطع في مواقع مختلفة لیعطي قطع 

لناقل الاستنسال  المستخدم بصورة مباشرة دون الحاجة إلى ربطھا BamHIغرسھا في موضع إنزیم التقیید 
لفة وخاصة بالنسبة لنواقل الاستنسال المشتقة من دنا العاثي لامدة وكما ھو موصوف من قبل بوسائل الربط المخت

[15].
لذا فمن خلال ھذه النتائج یمكن التنبؤ بعدد قطع التقیید الناتجة من المعاملة بأي من ھذه الإنزیمات وحجم كل 

صعوبة تحدید عدد قطع التقیید الصغیرة قطعة مھما كانت صغیرة وبالتالي التغلب على المشاكل الناجمة عن
بأنزیم التقیید الملائم ، ثم الترحیل الكھربائي للقطع الناتجة على ھلام DNAالحجم الناتجة من ھضم جزیئات الـ

الأكاروز وذلك نظرا لصعوبة التحسس بھذه القطع الصغیرة من ناحیة ( وبشكل خاص تلك التي لا یزید حجمھا 
، ولإمكانیة فقدان ھذه القطع بسھولة أثناء التحضیر من الناحیة الأخرى ، فضلا عن زوج قاعدي )100عن 

إمكانیة ظھور القطع الصغیرة المتقاربة في الحجم على شكل حزمة واحدة بعد الترحیل الكھربائي على ھلام 
نتائج أیضا یمكن . ومن خلال ھذه ال[16]الأكاروز المصبغ بصبغة برومید الأیثدیوم وكما ھو موصوف من قبل 

القول أنھ من الممكن استخدام البرنامج الحالي لدراسة درجة التقارب الوراثي بین الأنواع المختلفة من الكائنات 
الناجمة عن معاملة الجینات RFLPالحیة وخاصة الحقیقیة النواة من خلال تعیین درجة تماثل أطوال قطع التقیید 

نزیمات التقیید الملائمة ، وتعد ھذه المسألة مھمة جدا لدى الباحثین في الوقت المتناظرة لھذه الكائنات بعدد من أ
الحاضر لتعیین مدى نجاح عملیات الأستنسال الجزیئي ونقل الجینات بین الأنواع المتقاربة من الكائنات الحیة 

أو إضافة موضع تقیید ، إذ ینشأ التباین في أطوال قطع التقیید عن الطفرات النقطیة التي تؤدي إلى حذف [17]
.[18]وخاصة بین السلالات البكتیریة العائدة لنفس النوع 

وبعد تحدید عدد ونوع إنزیمات التقیید التي تمتلك لتسلسلات تعرفیھ ومواضع قطع ضمن التعاقب النیكلیوتیدي 
تظھر ھذه المواضع على الكامل لجین اللایبیز فقد تم التمكن من رسم خارطة التقیید الخاصة بھذا الجین التي 

) . حیث یلاحظ من خلال ھذا الشكل أن جین اللایبیز یمتلك موضع 3شـكل (ما ھو موضح في طـول الجین وكـ
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زوج قاعدي قبل منطقة التشفیر التي تبدأ بالشفرة 144الذي یقع على مسافة NaeIحساس فرید لأنزیم التقیید 
د الحاجة لاستنسال الجین وذلك بالمحافظة على التعاقب النكلیوتیدي وتعد ھذه النتیجة مھمة جدا عنATGالبادئة 

وأي من تلك الإنزیمات التي تقطع في منطقة NaeIالكامل للمنطقة المشفرة لإنزیم اللایبیز بعد المعاملة بأنزیم 
لائمة بحیث ثم أستنسال الجین في احد نواقل التعبیر الم)  AccIأو BanIأو BclIأو KspIأو EagIالفاصل( 

لیتسنى استنساخھ بكفاءة عالیة في مضیفھ الجدید . ومن بین النتائج یغرس تحت سیطرة أحد الحفازات القویة
) أن ھناك عدد كبیر من أنزیمـات التقیید 3شكل (من خلال النتائـج المبینـة فـي الأخرى التي یمكن ملاحظتھا 

) لا یمكن 1،3من تعاقب الجین والمبینة في الجدولین (الأخرى التـي تمتلك تسلسلات تعرفیھ ومواضع قطع ض
استخدامھا لأستنسال الجین نظرا لكونھا تقطع مرة واحدة على الأقل ضمن التعاقب النكلیوتیدي لمنطقة التشفیر ، 

یمتلك موضع قطع واحد ضمن نفس XhoIیمتلك موضعي قطع ضمن ھذه لمنطقة، وإنزیم SmaIفمثلا أنزیم  
في ھذه الحالة لا یمكن الحصول على التعاقب النكلیوتیدي الكامل لمنطقة التشفیر دون حدوث أي قطع المنطقة ، و

ضمني فیھا،وھذا یعني عدم إمكانیة استخدام أي من ھذه الإنزیمات لاستئصال الجین عند الحاجة لأستنسالھ .

المنطقة الغامقة تمثل منطقة ) : خارطة التقیید للتعاقب النكلیوتیدي الكامل لجین اللایبیز.3شكل (
التشفیر والمنطقتان الطرفیة المفتوحة تمثلان المناطق غیر المشفرة للأنزیم 

من خلال ما تقدم من النتائج یتضح لنا مدى أھمیة البرنامج الحالي كأداة تحلیلیة  لدى باحثي البایولوجي الجزیئي 
DNAقطع التقیید الناتجة من معاملة جزیئات الـفي توفیر المعلومات الكاملة عن مواضع القطع وأطوال

المختلفة بأي من إنزیمات التقیید التي تمتلك تسلسلات تعرفیھ ضمن التعاقب النكلیوتیدي الكامل لھذه الجزیئات ، 
فضلا عن مساھمتھ في تحدید درجة التقارب الوراثي بین الأنواع المختلفة من الكائنات الحیة واستكشاف 

راثیة الناجمة عن حذف ، غرس أو استبدال زوج قاعدي واحد أو أكثر ضمن التتابع النكلیوتیدي الطفرات الو
.الكامل للجین من جھة ورسم خرائط التقیید من جھة أخرى
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