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 Restriction enzymes-cutting يد )القطع( قينزيطات التأ

ً  حوة م ض ةن أعة ا   الكائظةات اخرةر  مختمفةة حمطيةم مةن  يةكل كائن حي طرق دفاعلأن  في لا شك مةن الكتتيراةا ضتعتةاج يعزاطةات مةلا
حو م ضوص المطن الظ وي )المطةن الراكةي  التيمن هذه الإعزاطات, الإعزاطات الواط ة التي حهاجطها, و  الفيروساتمهطتها حدمير 

 المطةن الراكةي الظة وي مظوة ص اخوكسةجين . و ضطةا أن مكطةل مف  لةشل عطمم و ي  ( لمفيروس و بذلك ي   الظ وي مظو ص اخوكسجين
قةةد حشةةتل  عزاطةةاتن هةةذه الإتهةة  المةةال فةةي الفيروسةةات والكلايةةر مةةن الكائظةةات الميةةة فةةمةةادة م جةة دة ضشةةتل طكي ةةي فةةي الكتتيراةةا كطةةا 

المطةن الراكةي الظة وي مظوة ص اخوكسةجين الخةاص بهةا. ولكةن هةذا لا يمةدث و السةر فةي  مةةلعمى الكتتيراا عفسها في قصها  رطرا  
سةةجين الخةةاص بهةةا عةةن طراةةم يةةةافة مجط عةةة المطةةن الراكةةي الظةة وي مظوةة ص اخوك ذلةةك هةة  قيةةام الكتتيراةةا بتمةة ار أجةةزا  مةةن 

الوةاطن مةن قطةن المطةن الظة وي  Methyl دعةين أو السةيت زان فةً يسةتطين اخعةزا يلى ض ن اخسس اخزوحية من ع   اخ الطيلايل
   الخاص ضالكتتيراا.

خعهةةا حوطةةن  IIلظةة   اللاةةاعي و حكةة ن م  ةة  الإعزاطةةات الطسةةتخدمة مةةن ا (IIIو  I ,II)  يعزاطةةات الوطةةن فةةي نًنةةة أعةة ا  وهةةي حصةةظ 
حسمسل ع عي من  المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين و حت رف عميم من رًل قط م لراضطةة الف سةفات نظائيةة الاسةتر. أمةا 

المطةن  و  RNA عمةى يزالةة الظيتمي حيةدات فةي عهايةة  ي طةًنعمةى حسمسةل م ةين لموطةن و يعطةا  انلا يت رففهطا  IIIو  I انالظ ع
 كي الظ وي مظو ص اخوكسجين. الرا

التتاليةات و حكة ن م  ة    المطةن الراكةي الظة وي مظوة ص اخوكسةجين يختص كل يعزا  ضط رفة حتاضن ممدد  من الظيتمي حيدات في  
و يطتةن أن حصةل يلةى نطاعيةة أزواج مةن الو اعةد.  رطسة أو ستة أزواج من الو اعد ط لا   أو ةالط روفة مت عة من أرب  أو التسمسًت

 .Recognition Site (Sequence)أو م قن الت رف  Restriction siteو هذا التسمسل الط ين ي رف ضاس  م قن الوطن 
nعمى افتراض أن هذه اخسس م زعة عش ائيا  فاعم يطتن حساب ح احر أي حتاضن راص 

4  
 656س يطتةن التظكةةا ضةةال لا ر عمةى جةةزي  ربةاعي الظيتمي حيةةد ةةةطن اللأعةةزا , و عمةةى هةذا اخسةة متتةةاضن الطمةددلطة لا   nعظةدما حكةة ن 

فةةاخعزا  عميةةم . و ا  قاعةةدي ا  زوجةة 4206زوج قاعةةدي و سداسةةي الظيتمي حيةةد ةةةطن  4264, و رطاسةةي الظيتمي حيةةد ةةةطن ا  قاعةةدي ا  زوجةة
الراكي الظ وي مظو ص اخوكسةجين ضالطوارعةة مةن اخعةزا  الطمةدد  الطمدد لتتاضن رباعي الظيتمي حيد سيظتج الوطن اخقصر من  المطن

لتتاضن سداسي الظيتمي حيد.  وقد وةن في الجدول التالي ض ن اخعزاطات الطأل فة الطستخدمة من حتاض احهةا الطمةددة و م اقةن الوطةن.  
رنةات و قطةن  المطةن الراكةي الظة وي ( فةي عطميةة اسةتخًص الط  Restriction Nucleases) اكتشةاف الإعزاطةات الواط ةة سةاعد

 مظو ص اخوكسجين و عسخها.
 :كل مظهاعطل  مهقعأهم أنزيطات القطع الطحددة و  .جدول

 Targetالتتةةةةةةاضن الطسةةةةةةةتهدف  عزا الكائن المي الطظتج للإ

Sequence 
 الإعزا 

Escherichia coli RY13   GAA    TTC 
CTT    AAG 

EcoRI   
Bacillus amylolique 

faciens H   

GGA   TCC 
CCT   AGG 

BamHI   

Bacillus globigii AGA     TCT 

TCT      AGA 
BgIII   

Haemophilus aegypius   PuGC     GCpy 

pyCG     CGpu 
HaeII   

Haemophilus influenza R   AAG    CTT 
TTC     GAA 

HindIII   
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 :القطع تدطية إنزيطات

لمت كيةر عةن الجةز  اخول حية  يسةتخدم اسة  الجةظس  ,يمة ي الإعةزا مكائن المي الذي ل يالاس  الًحيظعمى  الوطن ح تطد حسطية يعزا 
ً   الإعةزا  الإعةزا   مةن اسة   Escherichiaي جةد فةي الكتتراةا  Ecoو المةروف اخولةى مةن اسة  الظة   حضةاف يلةى الاسة  اخول مةلا

coli   حي  استخدم المرف اخول من اس  الجظسE من اس  الظ   و المرفيين اخوليين co   فأصكح الاسEco. 
   ً و هةة  يعةةزا  حةة   EcoRIيطتةةن أن يضةةاف يلةةى اسةة  الإعةةزا  ض ةةن المةةروف أو اخرقةةام التةةي ح كةةر عةةن اسةة  السةةًلة و رقطهةةا مةةلا

 . Escherichia coliمن الكتتراا  R y13في السًلة  اكتشافم
  خصائص أنزيطات القطع:

 يت  عزلها من أع ا  الكتتراا الطختمفة أو فطر الخطيرة.ما غالكا  - 4
   Recognition .Sitوطن المطن الظ وي في عوطة ممددة أو متان وم قن قطن م ين ح  -6
ملاةةل الإصةةاضة  ةح طةةل كظ ةةام مظةةاعي مصةةرر لمكتتراةةا يمطيهةةا مةةن جزئيةةات  المطةةن الراكةةي الظةة وي مظوةة ص اخوكسةةجين الرراكةة -3

 الفيروسية.
 RIملاةل الإعةزا  الوةاطن )  3'و  5'فةي   cohesive or stickyأعزاطةات الوطةن يمةا أن حتةرك عهايةات لاصةوة أو ضشةتل مت ةرج  -4

Eco ) 6يوطن عظدما يجةد الذي ( مةن اخحطةاض الظ واةة فةي هةذا التسمسةلGAATTC أو عهايةات حامةة أو حةادة أو ضشةتل رأسةي )
( GTTAACمن اخحطاض الظ واة في هةذا التسمسةل    ) 6يوطن عظدما يجد الذي ( Hpa1ملال الإعزا  الواطن  )   bluntمستوي 

 .(4 )شتل (Hemophilus parainfluenzaeي جد في ضتتيراا الهيط فمس ضارا اعفم عزا )

 
 : آليات قطع الأنزيم. 1 شكل

 المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين  palindromic sequences)ذات حسمسل مت اكس(حك ن مظاطم الوطن غالكا  متوابمة 

أي ح جد مظطوة الوطن بظفس التتاضن عمى شراطي  المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين ال م ي والسفمي عتس الكالييظدروم ) 
 (.هطا أي ضاحجاهين مت اكسينض ض
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 البلاسطيدات
 الكًسةطيدات. (Yeastض ن أعة   الخطيةرة ) في,  في الكتتيراا و 4073عام  مظذ ف ال ديد من اخع ا  الكًسطيدية الطكي ةااكتشح   

مةن  غةًفو لكظهةا لا حمتة ي عمةى  ةالصةرير  اتشكيهة ضالفيروسة المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجينهي عكارة عن جزائات 
, مضةةاعفة السمسةةمة, حمويةةة, و حكةة ن جزائةةات مةةن المطةةن الراكةةي الظةة وي مظوةة ص اخوكسةةجين مةةن الكًسةةطيداتحتكةة ن  الكةةروحين.

 . Extrachomosomal يةافيسكيا  صريرة ضالطوارعة من صكري الخمية و غالكا  م ج دة في حالة صكري ع
وحةدة  و ذلةك لاحت ائهةا عمةى ن ضويةة الصةكريات الط جة دة فةي الخميةةعةالذاحي و ضط زل  ضاع ضودرحها عمى الت حتطيز الكًسطيدات 

و م ج دة ةطن  pb 422-52مال  من  المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين هي حسمسل ع عي من ) و الذاحي  ضاع الت
 الكًسطيد(.

  ً  ضالإةافة يلى ذلةك فهظةاك كلايةر مةن الط رنةات التةي قةد حكة ن عمةى الكًسةطيد و هةي مفيةدة لم مطةا  فةي عطميةة عسة  الط رنةات, فطةلا
و الكظسمين و الكاعاميسةين  سيتمينامكيسيمين و التتر خ)كا  Antibioticsت المي اةي جد عمى الكًسطيد م رنة راصة حكافح الطضادا

طيد سةالكتتيراةا التةي حمتة ي عمةى الكً عمةى حساعد هذه الط رنات المامية من الطضادات المي اة في الت ةرف .روم فيظي ك ل(  و الكم
ة )أمةةاكن وجةة د يعزاطةةات مظطوةةة التظسةةيل الطت ةةدد الكًسةةطيدات أيضةةا  حطتمةةك كطةةا . ا و عزلهةةااستظسةةاره عةة دالةةذي  ةالط رنةة يمطةةلالةةذي 

ضًسةطيدات حسةةتطين  ي جةد .(6 )شةتل الرراةة  المطةن الراكةةي الظة وي مظوة ص اخوكسةجينالوطةن( و يةت  فةي هةةذه الطظطوةة يدرةال  
 التكانر دارل الكتتيراا و الخطيرة في آن واحد. 
المطةن الراكةي ات ذات المطةن الظة وي كًسةطيدالفهظةاك  ييةز عة عين مةن الكًسةطيداتاعتطادا  عمى ع   المطن الظ وي عسةتطين حط

فطظهةةا الصةةرير و حطيةةز أيضةةا  عةةن طراةةم وزعهةةا الجزائةةي  .RNA ات ذات المطةةن الظةة وي كًسةةطيدال و الظةة وي مظوةة ص اخوكسةةجين
كمامةةل  الهظدسةةة ال رانيةةة الكًسةةطيدات فةةيحسةةتخدم هةةذه  زائةةي عةةالي(.ج)وزن كيم بةةاز و مظهةةا الككيةةر 5-6)وزن جزائةةي مةةظخفن( 

 . لمط رنات الرراكة
 حيث, . pUC19 البلاسطيد:بظية 2 شكل

 ori .مظطوة التضاع  الذاحي    
ampR.م رنة حكافح الطضاد المي ي   

lacZ  م رنة β_galactosidase و التي حرمز لظفس الإعزا  بيتا غالاكت سيداز. 
 polylinkerمظطوة التظسيل الطت ددة 

 بلاسطيدات التظديل الأساسية:
مةةة ر الكًسةةةةطيدات الط جةةة دة طكي يةةةةا  ضشةةةةتل واسةةةن فةةةةي الهظدسةةةةة ال رانيةةةة لإعتةةةةاج الظ اقةةةل التةةةةي حمطةةةةل الصةةةفات الطرغ بةةةةة. و مةةةةن ح  

 و زمًئم. يتضطن  Francisco Bolivarالذي ط ر من قكل الكاح   pBR322   كًسطيدال الكًسطيدات شائ ة الاستخدام
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و يطتمةك سةطات الظاقةل الجيةد, ملاةل الة زن الجزائةي الطةظخفن, ن خسمسمة من الط ةامًت لم صة ل ضةم  pBR322حركي  الكًسطيد 
Tc))اخمكيسيمين و التتراسيتمين ةالمي ا اتلمطضاد ةمواوم م رنات

r
, Ap

r , عدة م اقن أحادية الوطن.  ضالإةافة يلى 
 نهاقل بلاسطيدية مبتكرة أخرى 

فاعةةم  الطة رني لرةةرض التطكيوةات ال ديةدة فةةي التظسةيل pAT153و ( 3 )شةتل pBR322ضةالرغ  مةن الاسةتخدام ال اسةةن لكًسةطيدات 
حمتة ي  هةيو  ,واسة ا  التي لاقت اعتشةارا   pUC طيدية سسمسمة ضًسطيدات ال ائمة الكًو مظها  ح جد ع اقل ضًسطيدية أرر  مًئطة.
طيدات مظطوةة حمتة ي عمةى عةدة م اقةن قطةن مفةردة لإعةزا  سةالكًهةذه حطتمةك ظ اقةل اخضسة .  حية  عمى سطات راصة لا ح جد فةي ال

و ح رف هذه الطظطوة ضط قن التظسةيل الطت ةدد  أو  .اخعدوعي كمياز ةطن امتداد قصير لمة المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين
polylinker site (MCS) المطةةن الراكةةي الظةة وي  رتيةةار لمط قةةن الوابةةل لإدرةةال قطةةن و التةةي حكةة ن مفيةةدة ضسةةك  يمتاعيةةة الا

 .مظو ص اخوكسجين

 
 .pBR322. بظية البلاسطيد 3شكل 

 حيث أن: 
rep .مظطقة التضاعف الذاتي  : 

tetr-ampR.مهرثتان تقاومان الطضاد الحيهي : 
lacZ :مهرثة β_galactosidase  داززيو التي ترمز لظفس الإنزيم بيتا غالاكته. 
 .و غيرها( Kpn21,Esp31مهاقع أحادية لأنزيطات القطع ) -

و التي حرمةز لةظفس  β_galactosidase م رنةمظطوة أرر  حدعى  ضالإةافة يلى مظطوة التظسيل الطت دد  pUCحطتمك ضًسطيدات 
 .β_ galactosidaseاداز  ز الإعزا  بيتا غالاكت

و أحةةد أهةة  هةةذه  ,عةةدد مةةن السةةمكيات ا  أيضةة فهةةي حطتمةةكل ديةةد مةةن الخةة اص الطفيةةدة, ضاطيدية سةةالظ اقةةل الكً امةةتًكالةةرغ  مةةن عمةةى 
و التةي حكة ن ضأقصةى  ,الكًسةطيدات يلةى السمكيات ه  حج  قط ة  المطن الراكي الظ وي مظوة ص اخوكسةجين التةي يطتةن يدرالهةا

في ض ن  نر ضشدة عمى ف الية التظسيل.عمى اخكلار و التي حا  DNAمن  المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين   5kbمد  
متاج ملاةل هةذا الظة   مةن ال طةل لظ اقةل لهةا الوابميةة لاسةتوكال قطةن يعم من الطه  زاادة حج  الوطن التي يطتن حظسيمها و أالتطكيوات ف

ت رض ظتةي سةو ال  Bacteriophage lambdaلطيةدا  أككر من  المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين و مظها الفاج الكتتيةري 
  في الوس  التالي.لم 
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   :الفاجات 
طيدية, يلا أعهةا متشةابهة م هةا سةمةن الظ اقةل الكً ا  ضالرغ  من أن الظ اقل التي بظيت عمى أساس الفاجةات الكتتيراةة هةي أكلاةر حخصصة

الظةة وي مظوةة ص اخوكسةةجين و قةةد طةة ر  المطةةن الراكةةي أي أعهةةا ح طةةل كماممةةة لوطةةن جزائةةات ,فةةي ال فيفةةة مةةن الظاحيةةة الج هراةةة
 .(4 )شتل خغراض التظسيل λ- M13)) ضشتل واسن ع عان من الفاجات الكتتيراة

 
 

 λو أ. الفاج لطيدا 4 شكل
 

 ح د الفاجات أفضل من الكًسطيدات للأسكاب الآحية  
 .ر من الكًسطيداتكأك يةف الضحستطين الفاجات يصاضة الخًيا  -
 .أعمى يت ن  م دل فه ر الطست طرات عادة    -

 عها حستخدم في بظا  الطتتكات ال رانية.خ  δلفاجاح  د ف الية  -
 ما هي الفاجات البكتيرية

نةةةًث ةةةةطن  ا  الفاجةةةات حركيكيةةة صةةةظ وح هةةةي بكسةةةاطة فيروسةةةات آكةةةًت الكتتيراةةةا و ح تطةةةد فةةةي ح الةةةدها )حضةةةاعفها( عمةةةى الكتتيراةةةا.
 مجط عات رئيسية 

 .Tailless)غير مذعكة(   الذع عديطة  -
 الفيروسةي( المطةن الراكةي الظة وي مظوة ص اخوكسةجين  المةاوي عمةى) الةرأس(  ضمية  ي جةد Head and tailالطذعكةة )  -

 (.E. coliصاضة الخًيا الطضيفة يستخدم لإ) من الذع 

 . Filamentousريطية  -
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 M13. مقارنة بين الفاج لطدا و 5 شكل
و غالكةا  مةا حكة ن  RNAأو   المطةن الراكةي الظة وي مظوة ص اخوكسةجين مةن   ةأو مزدوجة ةمفةرد سمسةمةمادحها ال رانية من  حتك ن 

ال رانية لمفاجات الطذعكة و غير الطذعكةة  الطادةالمطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين. حك ن مالفة من سمسمتين مزدوجتين من  
. حالةة  الطةادة ال رانيةةة Coatو الةذي ي ةةرف فةي ض ةةن اخحيةان ضط طةة  الفةاج  Capsideيد مماطةة ضرةًف بروحيظةةي يةدعى الكاضسةة

  من كتمة الفاج. %50في المالات الطلامى  السمسمةفي الفاجات الطزدوجة 

 . م رنة 46لتال  ما يورب من  ˝ط لا kb 48.5من  E. coli)ه  فيروس م ج د في و ( λحتك ن الطادة ال رانية لمفاج 

فةي ك عهةا  M13 ال رانيةة لمفةاج  الطةادةحتطلاةل . في التركية  و دورة الميةاة  λ عن الفاجاتM13 الفاجات الكتتيراة الخيطية حختم  
و يستطين الفاج يصةاضة  bp 6407  الشتل و ضط ل ةالسمسمة حموي ةمفرد المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين  جزائات من 

 .فو  E. coli  الخًيا الكتتيراة
طيد سةلكي حستطين حطل أككر كطية من  المطن الراكي الظة وي مظوة ص اخوكسةجين ف مةى سةكيل الطلاةال الك   ظ اقلود حّ رت هذه الل
(Cosmids )(6 شتل )عكارة عن حهجين جز  من فاج ليطكةدا (Phage )ًسةمةن الك( طيدPlasmid ) و بةذلك حكة ن مًئطةة لتظسةيل

 ( في الط ل.(kbز اكيم ب 47لطا يورب  الظ وي مظو ص اخوكسجين قطن  المطن الراكي
 

 
 . بظية الكهسطيد. 6 شكل
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 أن: حيث 
ori .مظطوة التضاع  الذاحي    

ampR.م رنة حكافح الطضاد المي ي   
COS  م رنة β_galactosidase   ادازز و التي حرمز لظفس الإعزا  بيتا غالاكت. 
MCS  .مظطوة يعزاطات الوطن 

ج المفة عكةارة عةن حمة ار( / PAC P1-derived artificial Chromosomesالصظاعي ) p1صكري الالكاك الفيروسي الطسطى ض
(P1 Bacteriophage  ).و يةافتم يلى الكًزميد 

 (:Artificial Chromosomesة الصظعية )صبغيالظهاقل ال
فوةةةد قةةةام ال مطةةةا  بتمةةة ار ض ةةةن الظةةةاقًت الظةةة وي مظوةةة ص اخوكسةةةجين  المطةةةن الراكةةةي حجةةةام ككيةةةرة مةةةن ألمماجةةةة يلةةةى عوةةةل  ع ةةةرا  

 لكي حو م بهذه الطهطة.  الطكي ية
 ظ اقل من هذه ال

 (.7 )شتلYAC (Yeast Artificial Chromosomes/ ), صكري الخطيرة الصظ ي -4
هةة  و  (kb 522)ز اكيم بةة 522ن ر مةةكةةأكقط ةةة ككيةةرة مةةن  المطةةن الراكةةي الظةة وي مظوةة ص اخوكسةةجين  عوةةل هةةذا الظاقةةل يسةةتطين

  عكارة عن قط ة من  المطن الراكي الظ وي مظو ص اخوكسجين متراضطة و حمت ي عمى
 (Telomeres 6طرفي الصكري) 
 ( Centromere)لمصكري و الجزي  الطركزي  

  (.Autonomous replicating sequence ARS)ضاع  الذاحي و مركز لمت
عتةاج متتكةة ورانيةة لكةائن و لإ  المطةن الراكةي الظة وي مظوة ص اخوكسةجين حظسةيل قطةن ككيةرة جةدا  مةن و يطتن استخدامم مةن أجةل 

  حي ما.
 (.7 )شتل  BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) ,الصظ ي كتترااصكري ال -6

 E. coli (Fertilityحكةانر ضتتيراةا  ض امل  حم ار لمكًسطيد الط روف عكارة عن ه )ز اكيم ب 452حطل حتى  هذا الظاقل يستطين

plasmid-factor)  . 
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