
لثالثاالفصل 
ةالمستعملة في الهندسة الوراثينزيماتالأ



ا

الأنزيمات المستعملة في الهندسة الوراثية

مات تتطلب تقانة الهندسة الوراثية توفر العديد من الأنزي
DNAالضرورية لاستخدامها، للحصول على قطع من الـ 

دمجها مع الحمض اللازمة  بهدف وعزلها، وإجراء التحويرات 

. يةالنووي للمضيف، وكذلك بهدف إزالة الأجزاء غير الضرور

من الأدوات الهامة والضرورية في الأنزيماتولهذا تعد هذه 

اً الهندسة الوراثية ويعد التعرف عليها وعلى آلية عملها أمر

ية مع ضرورياً وأولياً، من أجل انطلاقة  تقانة الهندسة الوراث

ة الأخذ بالحسبان أن مصدر هذه الأنزيمات هو الكائنات الحي
:وقد قسمت هذه الأنزيمات إلىالمختلفة، 



Nucleasesأنزيمات هدم الأحماض النووية •
Ligasesأنزيمات اللحام  •
Polymerasesأنزيمات البلمرة •
Modifying enzymesأنزيمات التحوير •
Topoisomirasesالحلزنةأنزيمات فك •



Nucleasesهدم الأحماض النووية أنزيمات 
ة ثنائية هدم الروابط الفوسفاتيبالقطع وتستهدف هذه الأنزيمات

عطي البنية ببعضها، والتي تالنيكلوتيداتالتي تربط الأستر
، تعمل هذه  RNAو الـ  DNAالأولية للأحماض النووية في الـ 

لى الأنزيمات بشكل معاكس لأنزيمات البلمرة التي تعمل ع

، يكلوتيداتالنالأستر بين ثتائيةتشكيل الروابط الفوسفاتية 
:ويمكننا من حيث المبدأ تقسيم هذه الأنزيمات إلى

تمارس التي وهي  Endonucleasesالقطع الداخليأنزيمات -

.غرالقطع داخل السلسلة، مؤدية إلى تقطيع الجزيء إلى قطع أص

وهي التي تهاجم Exonucleasesالقطع الخارجي أنزيمات -

من أطرافها مؤدية إلى تحرير RNAوالـ   DNAسلاسل الـ  

.كأحادية أو ثنائية أو ثلاثية وأحيانا أكثر من ذلنيكلوتيدات



وهبووو  هتقوووهذه وووزيهات بقطووولرهبقةوووفهافوابةووواهاف هلاووو ه قاه  ل  ووواها لاووو 

.  افطشكلاهفه كلهافحطهضهاف هوقااف كل هت دار

أوPhosphodiesterasesبلف هلا هدقللا  وازتعوفه زيهات بقطلره

.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 



EXONUCLEASES :DNA aseالقطع الخارجي أنزيمات 
اتية ثنائية تقوم هذه الأنزيمات كما أسلفنا بتحطيم الروابط الفوسف

، وقد تم عزل وتمييز ثلاثة أنماط منها فيDNAالأستر في الـ 

.من النمط خارجي الهدمE. colie  (I-II-III )العصية القولونية 

سل المفردة للسلاالاستيريةالأول بتحطيم الروابط يقوم الأنزيم 
مما يؤدي إلى تحرير وحدات ثلاثية  RNAوالـ  DNAـلل

اجمة بمهالنمط الثاني فهو يقوم النهاية     أما من النيكلوتيد
في النهاية  DNAمن حمض الـ السلاسل المزدوجة

3

3

القادرة على الخارجي وجدت أنماط أخرى من أنزيمات القطع وقد 
 5 هايةالنتقطع من نيكلوتيداتأربعة لايتجاوزطولهاقطع وحدات 



والتيموسالمستخلص من الطحال  DNAaseأما الأنزيم 

لا يزيد عن لبعض الحيوانات، فيقوم بإنتاج قطع يبلغ طولها ما

5ويعمل أيضاً في النهايةنيكلوتيدات6



:وهيأطرافهمنDNAللـالهاضمةالنكليازالمجموعة،هذهتضم•

الخطيDNAتهاجمالتيالنوعيةغيرالنكليازأنزيماتمنمجموعة•

.BAL31النكليازمثالالشريطوثنائيأحادي

مثالةالفوسفاتينهاياتهمنالشريطثنائيDNAتهاجمالتيالنكلياز•

lambda exonuclease.

مثال`3نهايةمنالشريطثنائيDNAتهاجمالتيالنكلياز•

.IIIأ بو كل لز

:نوعينلهاوالثنائيةللشريطةالناتئةالنهاياتتهاجمالتيالنكلياز•

 `3الخارجيةالنكلياز

 `5الخارجيةالنكلياز

3`
3`

5` 
5` 





.

.

:الانماطأطرافهمنRNAـللالهاضمةالنكليازمجموعة،تضم•

عديدذيلإزالةبعدRNAتهاجمالتي `3الخارجيةالنكلياز-

الأدينيل

.القبعةإزالةبعدRNAتهاجمالتي `5الخارجيةالنكلياز-

 decappingللقبعةمزيلبروتينبوساطةعادةالقبعةتزال

protein،يةخارجنكليازنمطمنأنزيمبوساطةالذيليزالبينما

.poly(A)-specific exonucleaseبالذيلخاص



poly(A)-specific exonuclease

decapping protein

 RNAالخارجية الهاضمة لـالنكلياز

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



ENDONUCLEASESالقطع الداخلي أنزيمات 
ندسة وهي أنزيمات كبيرة الأهمية بالنسبة إلى تقانة اله

مات عليها أيضاً أنزيمايطُلقالوراثية، ومن أهم أنماطه 
.التقيد أو أنزيمات التحديد



روابطالفتقطعالنوويةالحموضتهاجمالتيالنكليازأنزيماتهي

عديداتمنقصيرةشدفعملهاعنوينتجسلاسلهاضمن

الداخليةبالنكليازالأنزيماتهذهتعرفالنكليوتيدات

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

طبيعيشكل  بالبكتيريةالسلالاتمنكثيرفيتوجدداخليةنكليازأنزيمات

يدخلأنيمكنغريبDNAأيمننفسهاعنللدفاعالجراثيمتستخدمهاإذ

تلعب.نهموالتخلصبتقطيعهالأنزيماتهذهفتقومالمحيطالوسطمنإليها

.جرثومفروسالنوعيهالتيالعواملمنوهوالجرثيمعندمناعيدور

علىالتعرفيفقدرتهابفضلوذلكالعاليةبالنوعيةالتقييدأنزيماتتتصف

إماوالقطعrestriction siteالتقييدبموقعيعرفDNAمنمعينتسلسل

.الأنزيمبحسبوذلكبعده،أوضمنه

ً التقييدبموقعيتألف .اتدنكليوتيثمانةأوستةأوأربعةمنغالبا



restrictionالمقيدة الأندونكليازمن ( صفوف)يوجد ثلاث مجموعات 
endonucleasesأو أنزيمات التقييد او التحديد

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،حروفمنمركبةأسماءً الأنزيماتهذهتعُطى

ثمالنوععلىدلانيصغيرينبحرفينويتبعالأنزيممنهابتداءً المحضرالبكتيرياجنساسم

ً الذيالرقميدلبينماالسلالةاسمعلىلدلالةآخركبيرحرف رقامبالأيكتبماغالبا
.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

ً تتطابقحيثالربط مماالمربوطةفللشدالناتئةالنهاياتفيزيائيا

.الربطتفاعليسهل

وسطفيالأنزيميقطععندماSharpsمستويةحرةنهايات-

ينخفضإذ Bluntsبالعمياءالنهاياتهذهتعرف،التقييدموقع

.عمياءنهاياتهاشدفاستخدامعندالربطتفاعلمردود



•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 



:DNAخرائط مواقع أنزيمات التحديد لجزيئات الـ -جـ 

ة مع علاقأثبتت الدراسات أن احتمال تكرار موقع تحديد ما على 

أكبر وتيداتالنيكل، فكلما كان عدد المؤلفة للموقعالنيكلوتيداتعدد 
.كان احتمال تكراره أقل، وهذا يتوافق مع قوانين الاحتمال

ء الـ تعد الخرائط التي تحدد مواقع عمل أنزيمات التحديد لجزي
DNA من الأمور الهامة، حيث يؤدي كل أنزيم تحديد إلى إعطاء

لكل نوع، ويمكن لعدد هذه DNAعدد محدد ومعروف من قطع الـ 

اصة في أحد المواقع الخيتغير في حال حصول طفرة القطع أن 

ه أحد هذاختفاءيمكن لهذه الطفرة أن تؤدي إلى . بأنزيم معين

ع ، وتسهل معرفة مواقظهور موقع جديدالمواقع، وقد تؤدي إلى 

ذلك في ، وكالتعرف على مواقع الجيناتعمل أنزيمات التحديد في 
.تهالعملية العزل للجينات وهندساختيار الأنزيمات المناسبة 



على الهلام Electrophoresesويمثل الرحلان الكهربائي   

ت الناتجة والأحجام للجزيئامناسبة لتحديد الأوزان الجزيئية طريقة 

بأنزيمات القطع التحديدية، وكذلك DNAمن عملية معاملة الـ 

. وسيلة لعزل وتنقية هذه القطع

التفاعلاتويتطلب وضع مثل هذه الخريطة إجراء سلسلة من
الناتجة منها DNA، ومعرفة حجم قطع الـ الأنزيمية المنفردة

.حجمباستعمال الرحلان الكهربائي ومقارنتها مع نماذج معروفة ال

رك فيها ، والتي يشتالتفاعلات الأنزيمية المزدوجةويتم بعد إجراء 

ائج أنزيمان في كل مرة، والذي  يتم في أنبوب واحد، مقارنة نت

أن ننا مما يمكالتفاعلات المزدوجة مع نتائج التفاعلات المنفردة، 

وبتطوير نضع الخريطة الأنزيمية لمواقع التحديد لهذين الأنزيمين،

لتحديد أنزيمات اهذه التجارب يمكننا أن نضع الخريطة الكاملة لكل 
.  شائعة الاستعمال



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 :                    مثلاً 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 







:  Topoisomiraseالحلزنةأنزيمات فك 

اعف تعمل هذه الأنزيمات على فك الالتفاف في الجزيء المض
ل أو الالتفاف ضرورية من أجالحلزنة، وعملية فك DNAـ لل

ين من وقد تم الكشف عن نوعإنجاز عملية التضاعف والنسخ، 
عن الحلزنة، تقوم هذه الأنزيمات بفك IIوIهذه الأنزيمات 

بعكس وبالتالي التحرك، كسر الروابط سكر فوسفاتطريق 

وعند الانتهاء من هذا الأمر يقوم أنزيم آخراتجاه الانفتال
بلحام نهايات الشريط مرة أخرى،  Gyraseالجيرازيدعى 

.لكسروتتم عمليات اللحام في المواقع نفسها التي تم فيها ا



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 هاه يهت طلأصد هطلقإف ههلجط 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

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

حرة بوجود قالب نكليوتيداتبدءاً من DNAاصطناع : الوظيفة الرئيسية•

Template منDNA أحادي الشريطة وبادئةPrimer.

.DNAتضاعف •

.IIIبوليميراز DNA: مثال•



 DNA polymeraseتم عزل وتحديد ثلاثة أنماط من الأنزيم
ثلاثة أنماط ، وتم بالمقابل تحديدوطليعياتهافي حقيقيات النوى 

في حقيقيات النوى ونمط RNA polymeraseمن الأنزيم 

.واحد في طليعيات النوى

و ومن أهم أنزيمات البلمرة المستخدمة في الهندسة الوراثية ه
والذي يدعى أيضاً بأنزيم ،  DNA polymerse Iالنمط

وهو يعمل E.colieوقد تم عزله من Korinbergكورنبرغ

ء على ترميم الفراغات الموجودة في إحدى سلسلتي الجزي

3المزدوج ويعمل بدءاً من الجهة 
الهدم في مستخدماً السلسلة المقابلة كقالب، يعمل هذا الأنزيم ب

كمال بناء الوقت نفسه للسلسلة من الجانب الآخر، وبالتالي است
.السلسلة الجديدة



DNAيستخدم هذا الأنزيم مخبرياً لبناء سلسلة 
ة سلسلة أخرى كقالب، ولكن بوجود بادئباستعمال 
، إضافة هيدروكسيليةذات نهاية primerقصيرة 

والنيكلوتيداتشوارد المغنيزيوم الثنائية  إلى 
.d(NTP)البناءفي المستعملة 



 DNAالبناء و الهدم لدى أنزيم بلمرة الحامض النووي نشاط 
Polymerase lدم ، ويلاحظ بأن الأنزيم استخدم سلسلة كقالب، و استخ

النهاية قطعة قصيرة من السلسلة المقابلة كبادئة من أجل البناء بدءاً من
.الثالثة بينما ابتدأ نشاط الهدم من النهاية الخامسة



لاث يعود نشاط البناء والهدم لهذا الأنزيم إلى أنه يتألف من ث

قطعة بالأولى هي المسؤولية عن البناء، والتي تدعى : وحدات
وتستخدم بكثرة لبناء سلاسلKlenow fragmentكلينو

حين أما الوحدة الثانية فهي خاصة بعملية الهدم، في. DNAالـ 

ر عملية أن وظيفة الوحدة الثالثة هو تنظيم هذه الأنشطة وتسيي

3الهدم والبناء بالاتجاه 5 

لمواقع أيضاً بدور هام لإصلاح وترميم اكورنبرغيقوم أنزيم 
، من خلال DNAالتي يحصل عندها نقص في جزيء الـ 

.الشكلكما يوضح  klehow fragmentوحدة البناء



باستخدام نشاط البناء DNAترميم قطع الحامض النووي آلية 

DNA POL Iلأنزيم بلمرة الحامض النووي 



RNA polymerase: DNA dependent

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

DNAأحادي الشريطة بدون الحاجة لبادئة.

.الانتساخ•
.IIIوهIIو Iبوليميراز RNA: مثال•



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.

ابتداءً من cDNAمتمم DNAأنزيم فيروسي تستعمله الفيروسات القهقرية لاصطناع  

.بآلية تعرف بالنسخ العكسي، الأنزيم بحاجة إلى بادئةRNAقالب من 

RNA بوليميراز، منوط بـDNAهو أنزيم 



أنزيمات التعديل.4



من النهاية الفوسفات : Alkaline  phosphatesالقلوي الفوسفاتيز-

5حذف مجموعة E . collieيستطيع هذا الأنزيم، والذي تم عزله من 

، يعمل هذا الحذف على تقليل احتمال اللصق عند هذه DNAـ لل

.النهاية بعد إجراء القطع بواسطة أنزيمات القطع

يستطيع :  Polynucleotide kinaseالنيكليوتيدمتعدد الكينازأنزيم -

5هذا الأنزيم إضافة مجموعة فوسفات إلى النهاية
، أي إن هذا الأنزيم يقوم بوظيفة معاكسة لأنزيم DNAمن الـ 

دة على هذه جدينيكلوتيداتالقلوي، مما يسهل عملية لحم الفوسفاتيز
.النهاية

  Terminal deoxynucleotidal :الطرفي الترانسفيرازأنزيم -
transferase  قطع النهاية     لأو أكثر إلى نيكلوتيديقوم بإضافة وهو

DNA3الـ 



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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