
ةأهم الأدوات الجزيئية للهندسة الجيني

Enzymesالأنزيمات 

(البلمرة)البناء أنزيمات .3

الربطأنزيمات .2

القطعأنزيمات .1

أنزيمات التعديل.4

Cutting and joining 
DNA قطع ووصل



القطعأنزيمات .1

وهبووو  هتقوووهذه وووزيهات بقطووولرهبقةوووفهافوابةووواهاف هلاووو ه قاه  ل  ووواها لاووو 

.  اف كل هت دارهافطشكلاهفه كلهافحطهضهاف هوقا

أوPhosphodiesterasesتعوفه زيهات بقطلرهبلف هلا هدقللا  وازه

.Nucleasesالنكلياز 

قهجووووده طةوووول هلأوووو ه ووووزيهات بقطوووولرهوزفوووو هبح وووو ه ه  وووواهافو  ووووب ه

Substrate :

،هتعووفه وزيهDNAاتول،هققةفهافوابةاهاف هلا ه قاه  ل  واها لاو وهفو -

. DNaseات بقطلرهب 

،هتعووفه وزيهRNAافثل ي،هققةفهافوابةاهاف هلا ه قاه  ل  واها لاو وهفو -

. RNaseات بقطلرهب 



:عملهاطريقةبحسبمجموعتينإلىالنكليازأنزيماتتقسيم

بالنكليازفتعرفأطرافهامنالنوويةالحموضتهاجم:الأولىالمجموعة

. Exonucleasesالخارجية

.ليوتيدفنكنكليوتيدنهاياتهامنالنوويةالأحماضتقطعالخارجيةالنكلياز

:وهيأطرافهمنRNAللـالهاضمةالنكليازالمجموعة،هذهتضم•

الأدينيلعديدذيلإزالةبعدRNAتهاجمالتي `3الخارجيةالنكلياز-

.القبعةإزالةبعدRNAتهاجمالتي `5الخارجيةالنكلياز-

 decappingللقبعةمزيلبروتينبوساطةعادةالقبعةتزال

protein،ةخارجينكليازنمطمنأنزيمبوساطةالذيليزالبينما

.poly(A)-specific exonucleaseبالذيلخاص



poly(A)-specific exonuclease

decapping protein

 RNAالخارجية الهاضمة لـالنكلياز

 `5→`3بالاتجاه  RNAيكون تحطيم 
 `3→`5بالاتجاه  RNAيكون تحطيم 



:وهيأطرافهمنDNAللـالهاضمةالنكليازالمجموعة،هذهتضم•

الخطيDNAتهاجمالتيالنوعيةغيرالنكليازأنزيماتمنمجموعة•

.BAL31النكليازمثالالشريطوثنائيأحادي

مثالةالفوسفاتينهاياتهمنالشريطثنائيDNAتهاجمالتيالنكلياز•

lambda exonuclease.

مثال`3نهايةمنالشريطثنائيDNAتهاجمالتيالنكلياز•

.IIIأ بو كل لز

:نوعينلهاوالثنائيةللشريطةالناتئةالنهاياتتهاجمالتيالنكلياز•

 `3الخارجيةالنكلياز

 `5الخارجيةالنكلياز

3`
3`

5` 
5` 





الحموضتهاجمالتيالنكليازأنزيماتتضم:الثانيةالمجموعة

قصيرةشدفعملهاعنوينتجسلاسلهاضمنالروابطفتقطعالنووية

خليةالدابالنكليازالأنزيماتهذهتعرفالنكليوتيداتعديداتمن

Endonucleases.

بشكل DNAتقطع غير نوعية تتصف هذه المجموعة باحتوائها على أنزيمات 

DNAطع تقنوعيةعشوائي في أي مكان وتعطي قليلات نكليوتيد، وأنزيمات 
 تقطع لأنها لابأنزيمات التقييد ضمن تسلسلات محددة، تعرف هذه الأنزيمات 
.بشكل عشوائي فهي مقيدة بتسلسل معين للقطع



 Endonucleasesأنزيمات القطع الداخلية 

الأنزيم 

Enzyme

الفعالية 

Activities

الركيزة 

Substrate

الناتج

Product
S1داخليااااااااة نكليااااااااازنكلياز

خاصااة بالجزيئااات

.مفردة الشريط

DNA أوRNA

.الشريطأحادي 

ديااة نكليوتياادات أحا

.حرة

RNAse Hر نكلياز داخلياة غيا

.نوعية

هجااااااااااااااااااااااااااااااااااين 

DNA/RNA.

عدياااااااااااااااااااااااااااادات 

.نكليوتيدات

RNAse IIIر نكلياز داخلياة غيا

.نوعية

RNA ثناااااااااااااااااائي

.الشريط

عدياااااااااااااااااااااااااااادات 

ماااااان نكليوتياااااادات

وحااااادة علاااااى 15

.الأكثر



Restriction Enzymesأنزيمات التقييد

Restriction endonucleases

بشكل  تيريةالبكالسلالاتمنكثيرفيتوجدداخليةنكليازأنزيمات

DNAأيمننفسهاعنللدفاعالجراثيمتستخدمهاإذطبيعي

هذهفتقومالمحيطالوسطمنإليهايدخلأنيمكنغريب

.منهوالتخلصبتقطيعهالأنزيمات

فيقدرتهابفضلوذلكالعاليةبالنوعيةالتقييدأنزيماتتتصف

التقييدبموقعيعرفDNAمنمعينتسلسلعلىالتعرف

restriction siteبحسبوذلكبعده،أوضمنهإماوالقطع

.الأنزيم

.كليوتيداتنثمانةأوستةأوأربعةمنغالبا  التقييدبموقعيتألف



restrictionالمقيدة الأندونكليازمن ( صفوف)يوجد ثلاث مجموعات 
endonucleasesأو أنزيمات التقييد

تيد تقطع بعد ألف نكليو

من موقع التقييد، على
الشريطتين

ييد، تقطع ضمن موقع التق
على الشريطتين

شفع 26-24تقطع بعد 

من الأسس من موقع 

احد التقييد وعلى شريط  و
فقط



اسم الأنزيمالمصدرموقع التقييد
AG↓CT

TC↑GA
Arthrobacter luteusAluI

G↓GATC   C

C   CTAG↑G
Bacillus amyloliquefaciens HBamHI

G↓AATT   C

C   TTAA↑G
Escherichia coli R factorEcoRI

GG↓CC

CC↑GG
Hemophilus aegyptusHaeIII

A↓AGCT   T

T   TCGA↑A
Hemophilus infuenzae RdHindIII

GC↓GGCC   GC

CG   CCGG↑CG
Norcadia otitidis-caviarumNotI

C   TGCA↓G

G↑ACGT   C
Providencia stuartiiPstI

إلىلالأوالكبيرالحرفعادةيشيروأرقام،حروفمنمركبةأسماء  الأنزيماتهذهتعُطى

ثمالنوععلىدلانيصغيرينبحرفينويتبعالأنزيممنهابتداء  المحضرالبكتيرياجنساسم

رقامبالأيكتبماغالبا  الذيالرقميدلبينماالسلالةاسمعلىلدلالةآخركبيرحرف
.الأنزيمعزلتسلسلإلىالرومانية



class II restriction endonucleasesالصف الثاني أنزيمات 
.  تقطع ضمن التسلسل

palindromeبالاندروميتسلسل  : موقع التقييد
يقرأ على الشريطتين بنفس الاتجاه، بنفس الترتيب

5’

5’

3’

3’

.التقييدتمتاز أنزيمات التقييد بالنوعية العالية لتسلسل موقع 

ية للأنزيمتغير نكليوتيد واحد في موقع التقييد يلغي كل الفعالية الأنزيم



نهاياتهاتختلفDNAمنشدفالأنزيماتهذهعملعنعادةينتج

:الأنزيمنوعباختلاف

عندماوذلك `3أو`5إماOverhangsناتئةحرةنهايات-

هذهفتعر،التقييدموقعأطرافأحدعلىبالقطعالأنزيميقوم

تفاعلاتفياستخدامهالسهولةوذلك Stickyباللزجةالنهايات

مماالمربوطةفللشدالناتئةالنهاياتفيزيائيا  تتطابقحيثالربط

.الربطتفاعليسهل

فيالأنزيميقطععندماSharps(حادة)مستويةحرةنهايات-

إذ Bluntsبالعمياءالنهاياتهذهتعرف،التقييدموقعوسط

.مياءعنهاياتهاشدفاستخدامعندالربطتفاعلمردودينخفض



•5' overhangs: The enzyme cuts asymmetrically within the recognition site such that a 

short single-stranded segment extends from the 5' ends. BamHI cuts in this manner.

•3' overhangs: Again, we see asymmetrical cutting within the recognition site, but the 

result is a single-stranded overhang from the two 3' ends. KpnI cuts in this manner.

•Blunts: Enzymes that cut at precisely opposite sites in the two strands of DNA generate

blunt ends without overhangs. SmaI is an example of an enzyme that generates blunt

ends.

Patterns of DNA Cutting by Restriction Enzymes 



Restriction mapping
DNAمن ترتيب مواقع التقييد على تسلسل معين: خارطة التقييد

الحلقي أو الخطي



BamHI BamHI+ HindIIIHindIIIDNA Ladder

-

+0.5

1

1.5

2

2.5

3

4



• Some genetic  polymorphisms can be identified by the presence or 

absence of a specific restriction endonuclease recognition site: For 

example: 

= ليوتيدات التبدلات في النك)يمكن كشف بعض أنماط التعدد الشكلي الجيني 

.عن طريق تحديد وجود أو غياب مواقع تقييد( الطفرات النقطية

GAATTC versus GATTTC :                    مثلا  التغير

• RFLP analysis is the detection of the change in the length of 

the restriction fragments as a result of these mutations.

د كشف التغيرات في أطوال شدف التقيي: RFLPتحليل 

.  ات النقطيةأي كنتيجة للطفرالنكليوتيديةكنتيجة لتغيرات 

Restriction fragment length polymorphism 

(RFLP Analysis)

(RFLPتحليل )التعدد الشكلي لأطوال شدف التقييد 







الربطأنزيمات .2

ا لاو  ول  اه  اف هلا ه قاتقهذه زيهات بقطلرهبإ لد هتشك لهافوابةاه

ق ووط هDNAلأخ ل  وو  هلأوو جووبقئ   أوهجبقئووا لوو ه كل هت وودق بوو  ه

ق وووط هRNAأوهلأووو هDNA Ligaseف غووولزDNA  ووود لهات وووبق ه

. RNA Ligaseف غلزRNA  د لهات بق ه

ك هلأ هإف هلأصد هطلقاه يهت طهلجط عافل غلزتح لجهأ طلطهأ بقطلره

اف لالاولهب  هاف هلقلرهافحو هتطوافاف كلفؤقاإ لد هتشك لهافوابةاه

وزلأووووو هبوووو  هزلأووووو هاف هلاوووو لرهفل ل وووولاهاتوفوووو )افبهف  كلهت دقووووا

ل هافحصوهلهوق  هفيهأغل هاتح (. افحو هفل ل لاهافثل  اافه د و  ل

.ATP لا يهاف هلا لرها دق هزق  ل ه زيهافةلقاهلأ هجبقئلره



DNA Ligase



RNAو DNAالنووية للحموضالأنزيمات الرابطة 
الناتجSubstrateالركيزة Activitiesالفعالية Enzymeالأنزيم 

Product

RNA T4 ربط جزيئات من ليغاز

RNA

RNA أحادي

.الشريط

جزيئات مرتبطة من 

RNA

DNA  T4  تشكيل روابط ليغاز

ثنائيةفوسفورية

الاستر

DNA - مضاعف

تكسراتمع الشريط 

.الشريطتنأحد على 

مع DNAمن شدف -

.لزجةأطراف 

DNAشدف من -

.عمياءمع أطراف 

-DNA مضاعف

.الشريط سليم

ربط شدف من -

DNA بروابط

.تكافؤية



(البلمرة)البناء أنزيمات .3
polymerases

DNA polymerase: DNA dependent
 DNAبـالمنوطة

The main function of DNA polymerase is to make DNA from 
nucleotides.

حرة بوجود قالب نكليوتيداتبدءا  من DNAاصطناع : الوظيفة الرئيسية•

Template منDNA أحادي الشريطة وبادئةPrimer.

.DNAتضاعف •

.IIIبوليميراز DNA: مثال•



RNA polymerase: DNA dependent

is an enzyme that produces primary transcript RNA
ن  حرة وبوجود قالب منكليوتيداتبدءا  من RNAاصطناع : الوظيفة الرئيسية•

DNAأحادي الشريطة بدون الحاجة لبادئة.

.الانتساخ•
.IIIوهIIو Iبوليميراز RNA: مثال•

 DNAبـالمنوطة



Reverse transcriptase: RNA dependent
RNAبـأنزيم النسخ العكسي، منوط 

is an enzyme used to generate complementary DNA 
(cDNA) from an RNA template, a process termed reverse 
transcription.

ابتداء  من cDNAمتمم DNAأنزيم فيروسي تستعمله الفيروسات القهقرية لاصطناع  

.بآلية تعرف بالنسخ العكسي، الأنزيم بحاجة إلى بادئةRNAقالب من 

RNA بوليميراز، منوط بـDNAهو أنزيم 



البلمرةأنزيمات البناء أو 
الناتجSubstrateالركيزة Activitiesالفعالية Enzymeالأنزيم 

Product

DNAبوليميرازI5`← 3`اكزونكلياز

بوليميراز`3 ← `5

اكزونكلياز`5 ←`3

-DNAط ثنائي الشري

النهاية على أحدناتئ 

OHالشرائط مع زمرة 

.`3حرة في النهاية 

DNAلة ثنائي السلس

.عمياءبنهايات 

DNA T4بوليميراز`3 ← `5زبوليميرا

اكزونكلياز`5 ←`3

النهايات الداخلية 

الحاوية علىوالخارجية 

حرة OHزمر 

أحادي DNAلجزيئات 

.وثنائي الشريط

DNA- ط الشريثنائي

.عمياءبنهايات 

DNA- أحادي

.الشريط

بوليميراز`Klenow5`← 3الشدفة

اكزونكلياز`5 ←`3

من شريط مفرد -

DNA بادئةمع.

DNA- ط الشريثنائي

.بنهايات عمياء

المتمم DNAتصنيع يأنزيم النسخ العكس

أو ما يعرف بـ 

cDNA

الشريط جزئ أحادي 

RNAمن 

هجين جزئ 

DNA/RNA



أنزيمات التعديل.4
:من أهم امثلتها

أنزيمات تضيف زمرة الفوسفات إلى نهايات الأحماض: الكيناز
(.مثلا  ATP)النووية وذلك ابتداء  من جزيء يقدم هذه الزمرة 

.كينازبولينكليوتيدT4: مثال

وية من أنزيمات تنزع زمر الفوسفات من الأحماض النو: الفوسفاتاز
.  OHحيث توجد محولة النهاية إلى `5النهايات 

.بيروفوسفاتاز: مثال

ي كل الأنزيمات السابقة عزلت ونقيت من مصادرها الطبيعية ف
المؤشب، مما DNAبتقاناتسبعينيات القرن الماضي ومن ثم أنتجت 

ات سمح بالحصول على كميات هائلة منها وتسويقها من قبل شرك
.ميعتقانة حيوية عالمية مما جعل الهندسة الجينية في متناول الج
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