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 طبيعة توحد إلى الجينات وتحليل دراسة عملية في الصعوبات ترجع

 مختلف فى عديدة صفات فى وشتركه ،DNA النووى الحامض جزئيات

6.4 X 10bp DNA حو'لى الإنسان خلايا فى  ا يبلغ فمثلا الكائنات.

 وكذلك ، مختلفة نيوكليتيدات أربع من ويتكون ، مزدوجة نيتروجينية رقاعدة

 نفس من الخلايا فى النو،ى الحامض أساس يتركب الأخرى الراقية الكائنات فى

 بها يتم طريقه إلى التوصل العلماء يستطع لم1970 عام وحتى نيوكليتيدات. الأربع

DNA  ال وهندسة قطع وعملية ، محددة أماكن فى النو،ى الحامض قطع

.(Molecular Biology)  الجزيئية البيولوجية أساس هى محددة أماكن فى
(Werner Arber, Daniel  وسميث وناتاز أربر من كل توصل وقد
DNA Nathans ا لشريط القطع إنزيمات اكتشاف إلى and Hamilton smith)

(restriction enzyme)إنزيمات باستخدام.1978 عام نوبل جائزة على وحصلوا 

.E لبكتريا القطع coliكائن من النوى الحامض من معينة أجزء نقل يتم حيث 

 الكائنات كثيرمن فى المختلفةDNA أجزءا وتعريف دراسة وتم كائن إلى

 الخ... الكائنات بين الجينى المحتوى مقارنة فى التوسع ذلك بعد
Restriction Enzymes :  القطع إنزيمات

 ولقطع التحور نظام أو مجموعة ضمن القطع إنزيمات تقع

 القطع إنزيمات هو الأول مما: أساسيين مكونين من النظام هذا ويشكون البكتيرى

DNA restriction) النووى تكسيرالحامض إنزيمات تسمى أو enzymes)

(endonucleases)ال تقطع التى الإنزيمات وهى DNAمحددة. أماكن فى 
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.E القولون بكتيريا فى القطع إنزيمات أول واكتشف coli Kولكن ،1968 عام 

(Meselson & Yuen, 1968)  القطع أماكن هو والثانى ميكانيكيتة. معرفة يتم لم

 بكتيريا من القطع إنزيمات بعزل وفريقه سميث قام1970 عام ففى ،

Haemophilus irfluenzae Rdتحدثها التى القطع أماكن تحديد وتم 

 المثال سبيل فعلى (،DNA) المزدوج النو،ى الحامض شريط فى الإنزيمات هذه

Hind إنزيم Ilويكسر تابت ترتيب فى نيتروجينية قوعد ستة على يتعرف 

 التالى، الترتيب تأخذ التى الستة القواعد هذه مركز فى
5.....٠٠٠ GT(T/C}(GA) AC.........3"
3.٠.٠٠٠. CA (AG)'TCT) TG.........5

DNA  النوى بتكسيرالحامض يقوم الإنزيم هذا أن سميث وجد وقد

phage البكتريوفاج فى R7ال شريط بطول موضع40 حوالى فى DNA.فإنزيم 

Hind ا Iمركز فى المزدوج الشريط ويكسر السابق الترتيب على يتعرف 

 الستة. القواعد هذه

recognition) التعريف بمكان المكان هذا ويعرف site)وهوالكان 

Hind إنزيم بوسطة المعرف I، إنزيمات من نوعين عن إلى سميث توصل وقد 

،Hind IIl Hind و Il .H وهم ir/lenzae  بكتيريا فى القطع

 يقطع النيتروجينية القواعد من خاص ترتيب على القطع إنزيم ويتعرف

 أكثر القطع. إنزيمات من كثيرة إنزيمات وتعريف فصل عملية توالت عندها.

 وتسمى ، البكتريا من نوع230 حولى من عزها تم القطع إنزيمات من نوع900 من
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 يؤخذ الأول الحرف الإنزيمات لهذه المنتج الكائن إلى نسبة القاطعة الإنزيمات

(Roberts et  النوع اسم أول من والثالث الثانى الحرف ويؤخذ الجنس اسم من

(al,  الإنزيم فصل لتتابع نتيجة فتأتى الإسم بعد توضع التى الأرقام أما ،2003

Hind إنزيم فمثلا Hind إنزيم قبل فصله تم1 I.وهكذا 

DNA Hind النوى الحامض يهاجم Il  إنزيم أن سميث أوضح وقد

DNA  ا يهاجم لا ولكنه ذكرها السابق التعريف أماكن فى ويكسر للبكتريوفاج

.H البكتريا فى ir/luenzaeمناطق على تحتوى أنها ولو منهاحتى المعزل 

 يتم الذى التحور نظام هووجود الظاهرة لهذه ولتفسير بالإنزيم. الخاصة التعريف

 منها المستخلص الخلايا هذه حرفى يوجد لا الإنزيم أن حيث الإنزيمات هذه فى

 وخليفته. تفقده محورة بصورة يوجد ولكن
Joining DNA Molecules :  النووى الحامض جزيئات ارتباط

 بمكن قطع إلى النووى الحامض قطع أمكن القطع إنزيمات باكتشاف

 مرة النو،ى الحامض إلتحام هى ذلك على ترتبت التى والشكلة معها. التعامل

DNA الإلتحام إنزيمات وبواسطة ، أخرى ligaseإلتحام عملية دراسة أمكن 

 ربون سكرالديؤكسى بين الرابطة تكوين على تعمل الإنزيمات وهذه.DNA ا

DNA Zimmerman) الإلتحام إنزيمات تعمل لكى et al, 1967)  والفوسفات

igasesالهيدروكسيل مجموعة وجو، من لابد ا -(HO)ومجموعة3 الطرف فى 

 والفوسفاتHO ال مجموعة بن ولارتباط ،5 الآخر الطرف فى الفوسفات

ATP  هو الطاقة مصدر يكون والبكتريوفاج الحيوان خلايا وفى طاقة. إلى يحتاج
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.E بكتريا فى أما coliتكون البكتريا وباقى NADوإنزيمات الطاقة. مصدر هى 

 تستطيع لا ولكن المزدوجDNA ال إلتحام على القادرة الوحيدة هىligase الإلتحام

DNA  ال من الفردية للشرائط إلتحام إحداث

 أنها حيثDNA ل التضاعف عملية في الإلتحام إنزيمات دور ويتضح

 وميكانيكية مزدوجا. شريطا يصبح حتىDNA ا شريطى إلتحام على تعمل

،(Timson et al., 2000)  وفريقة طومسون بوسطة2000 عام درست الإلتصاق

 المزيد لتعطيه الإلتحام إنزيم معNAD و"ATP جزئيات من كلا تتفاعل
 الطاقة. من

The Basics ofCloning :DNA  النووى الحامض إكثار أسس
 بنجاح أخرتمت جينوم داخل إدماجه وإعادةDNA ا لقطع عملية أول

Jackson) وفريقه جاكسون بواسطة(1970) عام et al.,  عمليات أشهر (،1972

.E بكتيريا بلازميد فى تتم النوى الحامض إندماج coliالبلازميد ويسمى 

 حلقى مزدوجDNA عن عبارة والفيكتور (،Vector) بالفيكتور البكتيرى

 منقولةDNA من أجزء حمل فى استخدامه ويتم البكتيرية الخلايا بلازميد من

 من لابد فإنه الفيكتو داخلDNA إدماج أردنا وإذا صناعية. أو أخر كائن من

 الإلتحام إنزيمات باستخدام ثم الشريطىDNA ا إدخال ثم أولا الفيتكور قطع

 أخرى. مرة الفيكتور وغلق الجزء هذا بلحم نقوم

 تكون الفيكتور باستخدامDNA ال جزئيات نقل عمليات معظم

Escherichia القولون بكتريا باستخدام coli، أخرى أنوع استخدام وبمكن 
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E. coli .E بكتريا سميت coli  ا لاستخدام عديدة مزيا هناك ولكن البكتريا من

Theodor الألمانى) الفيزيقى العالم إلى نسبة Esherieh  بكتريا وهى1827-1911)

(.19 )شكل طرفية أسوط بوسطة تتحرك الشكل وعصوية الجرام سالبة

 الأمعاء وفى الفم فى توجد أنها حيث للانسان اليكريية الفلو،ا من واحدة وهى

K,  مثل الفيتامينات بعض وتنتج الغذائية الواد بعض هضم على تساعد الدقيقة

B١5المعامل فى الاستخدام واسعة وهى والماء التربة فى أيضا البكتريا هذه وتوجد 

 البكتريا: هذه مزايا أهم ومن البحثية
 الرخيصة. الغذائية الأوساط فى نموها سهولة ا-

 تحتاج وقد نمولها، لأعلى تصل حتى دقيقة30.20 من حولى تأخذ-٢

 حياتها. دورة لإكمال ساعتان من أقل

 المراكز الكثيرمن بوسطة بالتفصيل دراسته تم لها الجينى المحتوى-٣

 البحثية.

 النمو من بمنعها لا تطفرها الآن وإلى آمن معها والتعامل غيرممرضة-٤

 المعمل. ظرف فى

 لها. الجينى للتركيب كاملة خريطة هناك-٥

 البكتريوفاج من النو،ى الحامض وجزيئات البلازميدات استقبال بمكنها-٦

. إليها الوراثية الصفات نقل يسهل ولذلك
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 البكتيرى سوم

 أهداب

 بلازميد

Eseleriehia coli  القولون لبكتريا الداخلى التركيب يوضح:9 ر شكل
 البكتيرية. الخلية كرموسوم على معتمدا غير التضاعف يستطيع ولفيكتور

 البلازميد يكون قد الغريبDNA نقل عملية فى عادة ولفيكنوالستخدم

lamada) لدا والبكتريوفاج N)يفيد الفيكتوحتى فى مميزت تو'فرعدة من ولابد 

:DNA  النوى الحامض إكثار عملية فى

 التضاعف. على القدرة ا-له

 الفيكتور بها التى الخلايا معرفة يتم إليهاحيث ينتقل التى الخلايا بميز ا-

 بها. ليس التى من
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 القطع انزيم
EcoRI

 القطع انزيم
BamHI

3'

5'

5'

8

 انزيمى بواسطة قطع
EcoRl BamHl و  القطع

+ ني,سدو،،  بريمى بو
oRl BamHl و '5 القطع

 البلازميد بداخل تحميلها المراد الجينية الصفة

 الفيكتور مع اللزجة القطع خلط
 المقطوع

DNA·٠ا صم، ligase  الالتحام كوإنزيم "رص.٨

 بإنزيمات وبطها الغريبةDNA منا جزء كسرالفيكتو،وإضافة(:20) شكل

،(Reece, 2004) (1igase)  الإلتحام
 لرح م
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BamHI & DNA بواسطة  ال وأجزاء الفيكتور من كد قلع مثد
EcoRIالقطع من نوعين ينتج (Two fragments)عبارة وهى كبيرة، واحدة 

 الفيكتو فى إدخاله المرادDNA ال وتمثل صغيرة والثانية مفتوح الفيكتو عن

 لإدخاله منه جزء أخذ الرادDNA النوى والحامض القطع. منطقة فى

 مختلفة. قطع ثلاث ليعطى القطع إنزيمات بوسطة هضمه يتم الفيكتو فى

 قطعت الأخرى والنهايةEcoRI بواسطة قطعت نهاية لها التى منهم واحدة قلعة

 الفيكتور داخل الإندماج تستطيع لاDNA ا قطاع باقى أما.BamHI بواسطة

DNA الإلتحام إنزيمات وجو، فى حتى ligase.برابط الارتباط ويحدث 

 النيتروجينية القواعد أن حيث إدخاله الراد ولجزء الفيكتور بين هيدروجينية

 إنزيمات وتعمل الفيكتو، فى الموجودة اللزجة النهايات مع متوفقة الجزء هذا فى

DNA الإلتحام ligaseالطرفين كلا فى بالفوسفات السكر وحدات إلتحام على 

.DNA ' من الغريب الجزء معه حاملا الفيكتو تكوين يكتمل ويذلك3,'5

 إدخاله الرادDNA ا جزء قطع تم(20 شكل السابق المثال وفي

,BamHl مختلفين إنزيمين بوسطة الفيكتور فى EcoRlطرفى يكون لذلك 

 بوسطة والتحامهم الفيكتور إلى نقلهم ويسهل متكاملين وغير مختلفين القطعة هذه

. الإلتحام إنزيمات
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 كهربي جها

 دم
٢=323

 تلة جكرره
 ل من رية
 ٨Dا

 الظبة داحل الجدة للصفة الحامل البترمد دخول
 الجديدة للصفة ملجة ذلك بد لنمو اللى البكتيرية

 الخلية داخل الجديدة للصفة الحامل البدزميد إدخال عملية:2١ ر شكل
 كهربى. جهد تأثير وتت البكتيرية

DNA  النووى رالحامض البلازميد دخول صعوبة توضح كثيرة أسباب وهناك
 البكتيرية، الحاديا إلى
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 إدخاله السهل من ليس ولذلك السالبة الشحنة عالى النوى الحامض ا-

 البلازمى. بالغشاء مارا البكتيريا إلى

 أن إما فإنه البكتيرية الخلية داخل إلى الغريبDNA عنددخولا-٢

 معتمدا تضاعفه يتم وبالتالى ، الخلية كر،موسوم فى إدخال له يحدث

 أن وأما الناتجة. الأجيال إلى الأم الخلية من وينتقل الخلية كر،موسوم على

 غيروضح الأخير وهذا البكتريا. كر،موسوم على معتمدا غير بذاته يتضاعف

 الغريب النو،ى الحامض إندماج عدم حالة فى ولكن ونادرالحدوث.

 ولكى ، الخلية من أويخرج ويفقد يتلاشى قد فإنه الخلية كرموسوم فى

 للتضاعف قابلة أجزء ضمن وضعه من لابد الغريبDNA ا يتضاعف

cloning vehiclesأو Vector  بالفيكتور يسمى ذلك وعند وهوالبلازميد

 ويس للتضاعف قابل هذا والفيكتور الغريب.DNA ال حامل رأى

 بمكن وبذلك البكتيرية. الخلية كرموسوم مع إندماج له يحدث أن بالضررة

 داخل الغريبDNA ال نقل فى والفيكتور البكتريا لاقمات من كلا استخدام
 البكتيرية. الخلية

 الغريبةDNA ا أجزء إن البكتيريا: إلى المقولةDNA الل أجزاء تميز-٣

 يختلف قد البلازميد فى أو البكتيرية الخلية كروموسوم فى دمجها بمكن التى

 البكتريا جينات مع يتشابه قد ولكن البكتيريا. جينات من الجينى تعبيرها

 البكتيرية الخلية داخل الغريبDNA الى إندماج من ونتأكد نميز ولكى
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 إدخاله المراد الغريبDNA ا دخول على تعتبركدليل أجزء إدماج من لابد

 البكتيريا بمقاومة خاصة جينات الغالب فى وهى(Marker) دليل وتسمى

 لضاد مقاومة غير بكتيريا من البكتيريا تتحول فعندما الحيوية للمضادات

 لجين إندماج هذا يعنى الحيوى المضاد لهذا مقاومة بكتيريا إلى معان حيوى

 الجين. لهذا المصاحبةDNA من الغريبة والأجزء المقاومة
 البكتيرية: الخلية داخل إلى النووى والحامض البلازميد إدخال تسهيل وسائل

Electrical الكهربى أ-القل Transformationالكهربية الطاقة ستخدام 

 إلى بسهولة الدخول على الحلقى النووى رالحامض البلازميد لساعدة

 عالى جهد فرق تحت البكتيرية الخلايا وضع عند وذلك البكتيرية. الخلايا

 يدخل وعندما(.electroportion) الكهربى بالتثقب العملية هذه وتسمى

 ليعطى عديدة مرات يتضاعف البكتيرية الخليةDNA النو،ى الحامض

 معه. تماما متشابهة عديدة جزيئات
Chemical Transformation :  الكيميائى ب-القل

 البكتريوفاج من المستخلصةDNA أجزءال أن وجد1970 عام فى

 الكالسيوم بكلوريد معالجتها حالة فى بسهولةE.coli البكتيريا دخول تستطيع

 البلازميد دخول على أيضا تساعدCaC ر[ بوسطة الكيميائية المعاملة وهذه

 بتجميع تتم الكالسيوم كلوريد باستخدام المعالجة وعملية البكتيرية. الخلية إلى

.E البكتيريا coliكلوريد من محلول فى ووضعها لها النشطة النمو مرحلة فى 

 البكتيريا. فى إدخاله المرادDNA ل الحامل البلازميد معها ويوضع الكالسيوم
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 درجة عند حرارية صدمة إلى تعرض ثم الثلج فى الخليط بها التى الأنبوبة توضع

(mutrient :C% للبكتيريا المغذى الوسط ذلك بعد يضاف ثانية.30 لدة45 37%C

(mediumويتضاعف البكتيريا تنمو وخلالها ساعة.24 بالنمولدة لها ويسمح 

 معرفة نستطيع للبكتيريا الظهرية الطر طريق وعن الجينى التعبير ويتم البلازميد

 وتنميتها عزها ويتم الغريب.DNA ل الحامل البلازميد حملت التى البكتيريا

 يكون قد وغيرواضح معرف غير الكالسيوم ودوركلويد أخرى. غذائية أوساط فى

DNA  ا إلتصاق عن هوالمسئول يكون وقد الخلوى الجدار على تأثير، خلال من

 البكتيريا. بجدار
 منها عوامل عدة على تتوقف الخلية داخل إلى البلازميد نقل وعملية

 أخرى فيزيقية وعوامل البلازميد، لهذا البكتريا تخضص ونعنى العائل تخصصية
 بواسطة: البكتيرية الخلية داخل إلى البدزميد إدخال عملية تزداد وعادة

Restriction) القطع إنزيمات ا-نقص enzymes)العائل( البكتيريا فى( 

 وتحلله. تكسرالبلازميد لا حتى

 ببعض أيضا بل الكالسيوم بكلوريد فقط ليس البكتيرية الخلايا معالجة-٢

(Hanahan, 1983)  والمنجنيز الريبديوم مثل الموجبة الأيونات

.E سلالات مع وتنجح البلازميد نقل عملية تتم coli K12ونحصل 

 ميكروجرام استخدام عند(vector للفيكتو) حاملة بكتيرية خلية10-'10' على

 السلالة: نوع على تعتمد النسبة وهذه الغريبDNA من
(Liu & Rashidbaigi, 1990)
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Gene Gun:  الجيى ج-المسدس
 الحاملةDNA ا أجزء دخول عملية تسهل التى الثالثة الطريقة تمثل

DNA  ا أجزء تحميل هى البكتيرية الخلايا إلى البلازميد مع نقلها المراد للصفات

gene) الجينى بالمسدس يسمى حامل على gun.)الحامض يحمل صغير هوجهاز 

Johnston الخلايا) بداخل ويقذفه النو،ى & Tang,  الحامض تغطية يتم(1994

 تتصل ثم الخن حبة شكل ليأخذ أوالتنجستين الذهب بوسطةDNA النوى

 السدس متل قاذف جهاز فى وتوضع بلاستيك رصاصة بوسطة الحبة هذه

 تصل وعندما المسدس بماسورة مارة الخلية ناحية للرصاصة دافعة قوة تنطلق تم

 الحبة فى محمولاDNA ا ويندفع تتوقف الماسوة إلى البلاستيكية الرصاصة

 الخلوى الجدارDNA لل الحاملة الحبات بعض تخترق الخلية. إلى بالذهب المغطاة

DNA  ال تغطى التى للطبقة تحلل ويحدث ، السيتوبلازم داخل فى وتندفع

.٢٢ رشكل للخلية الجينى المحتوى داخل الغريبDNA ا إندماج يحدث ثم

 الآخرى الطرق استخدام عليها يصعب التى الخلايا مع الطريقة هذه وتستخدم

 الفاكسين إنتاج فى الطريقة هذه تستخدم كما والحيون. النبات خلايا مثل

Vaccineداخل الطريقة بهذه الفاكسين إنتاج عن المسئول الجين حقن يتم حيث 

 أمراض مقاومة فاكسين عن المسئول الجين الجينات هذه أمثلة ومن الحيون خلايا

.(Benvenisti et al., 2001)  الفيروسات بعض عن الناتجة الفم وأمراض القدم

 لرح م
 لمر-٤ممز



 حرارية صدمة
(a)

 سنثيب +لإي،+ بثه٧

 كهربية صدمة

 لمجي ؟مه=ء
(b)

 النووى الحامض الذهب طبقة تحلل
(c) بالذهب محاط

@ ٥ ا  وى إة و

 البكتيرية الخلية داخل إلى النوى أولحامض البلازميد لادخال طرق ثلاث(:٢٢) شكل
(a)الكالسيوم كلوريد استخدام ، (b)تكوين لاستمالة الكهربى المجال استخدام 

 بالذهب الغطى النوى الحامض حقن)( ، البكتيرية الخلية جدار فى الثقوب
،(Reece, 2004)  الجينى السدس باستخدام البكتيرية الخلية داخل

: البلمرة {نزم التسلسلية التفاعلات
Polymerase chain Reactions (PCR)

 وبمكن ، )معمليا( الخلية خارجDNA النو،ى الحامض مضاعفة ونعنى

 ومضاعفة نسخ أنها على(PCR البوليميريز) لإنزيم التسلسلية التفاعلات تعريف

 قليل زمن فى منه هائلة كميات على للحصول معملياDNA ال من جزة

 لوضعه الكيمياء فى نوبل جائزة على1993 عام مولى كارى العالم حصل وقد
PCR  ال لتفاعلات المثلى الطريقة

 لرح م
 لمر زم(-



 من قطعتين وجو، إلىPCR لل التسلسلية التفاعلات وتحتاج

17 من منهما كلا طول يكون وعادة(primers) بالبادى يسميان النيوكليتيدات
 ومن ، نسخه المرادDNA با ترتبطان القطعتان وهاتان نيتروجينية قاعدة30 إلى

 القواعد ترتيب نفس لهما البادئان وهذان ، النسخ عملية تبدأ عندهما

 بادى كل فيرتبط نسخه. المرادDNA ا شريط على موجودة جزء النيتروجينية

 تفاعلات وتحدث(٢٣ )شكلDNA ل الفردى الشريط على له المكمل الترتيب مع

 وهى: منفصلة مراحل ثدث فيPCR ال
 المزدوجة طبيعتهما وتغير بعضهما عنDNA ال شريطى ا-فصل

Denaturationال شريطى فصل يتم الخطوة هذه وفى DNAشريطان إلى 
 القواعد بين الوجوة الهيدروجينية كسرالروبط طريق عن فرديان

94%C  تكون غالبا وهى العالية الحرارة باستخدام النيتروجينية

 تبريد الخطوة هذه فى يتم:DNA ا بشريط(primer) البادئ التحام-٢
 على بالتعرف بادى كل يقوم(primers) البادئات وجون فىDNA ا

 هذه تعتمد منخفضة حرارة درجة فى بها ويتصلDNA با اتصاله منطقة

 وكذلك(primer) للبادى النيتروجينية القواعد وترتيب طول على الدرجة
،60C, 45%C PCR بين ما للالتحام الحرارة درجة تكون وعادة  لتفاعل التخصصية

 ال ببناء البو'يميريزالخاص انزيم يرتبط المرحلة هذه وفى: -الاستطالة٣
DNAالبادى اتصال بمنطقة (primer)ال بشريط DNAومستخدما 

 ال شريط بناء فى الوسط فى الموجودةdNTPs العديدة النيوكليتيدات

 لمر Gزبم- لرح م



DNAبالنسبة5 إلى3' الاتجاه )الأصلى(آخذا القالب للشريط المكمل 

 مزدوج. شريط إلى الفردىDNA ا شريط يتحول الطريقة ويهذه القالب. للشريط

Therms بكتريا من البويميريز انزيم عزل ويتم aquaticusالحرارية 

Lawyer) العالية الحرارة درجات تحت النمو تفضل التى et al.,  ويسمى(1989

Taa الانزيم DNA polymerase، درجات عند التكسر يقاوم الانزيم وهذا 

94%C  إلى الحرارة درجة رفع عند الأولى المرحلة فى ينكسر فهولا العالية الحرارة

 الأولى. الخطوة فى التفاعل بداية عند الانزيم وضع بمكن ولذلك
 ، الإنيا, مذ في نثووى تنحامض تسغ

 اللورى الحاص
 التلب

 النووى الحامض
 النائب

 انحام د في المودي لخامي سح جد

 منه عبدة نسخ عل امرا النووى الحامض اشرطة أحد

 للشريط طبقا نيوكليتدات باقى إضافة ثم النووى الحامض بشريط البادىء إلتحام يوضح(:22) شكل
 القالب.

 لمرG eلا- لرح م



 الأولى المرحلة

 الثانية المرحلة
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 ،: ;ه
DNA  النووى الحامض من كبيرة كميات

 يأخذDNA ا أشرطة أحد كاملة.(PCR) التسلسلية التضاعف تفاعلات مراحل(:2٣) شكل
 البادأن يرتبطDNA ا شريطى انفصال بعد ، الأزرق الون يأخذ والأخر الأحمر اللون

 شريط بناء على البوليميريز انزيم ويعمل الشريطين كلا فى لهم المكملة النيتروجينة بالقواعد
Reece, )DNA DNA الى من عديدة نسخ لإنتاج المراحل هذه وتتكرر ، القاب  مكمل

٧6٥١٨٨

 نشاط بأعلى عندها يعمل مثلى حرارة درجة لهTa و البلمرة وانزيم

 الدرجة هذه عندextension الاستطالة مرحلة جعل يفضل ولذلك ،C"72 وهى

(C%72.)من وحدة نسخة عمل يتم كاملة دورة بعد DNAالدورة بداية وعند 

 الخطوة فى )المتكون المزدوجDNA ا وينشق الاستطالة مرحلة تقف التالية

 وتصال الإلتحام مرحلة تأتى تم الفردىDNA من شريطان إلى السابقة(

 لرح م
 لمر Gزر-



 أعداد على نحصل أن إلى وهكذا الاستطالة مرحلة تم الفردى بالشريط البادات

 لتضاعفه. اDNA ال شريطى من هائلة

 من نسخة مليون30 من أكثر على الحصول يمكن دورة25 حولى ويعد

 وكمياتDNA من أجزء على محتويه تكونPCR تفاعلات جميع.DNA ا

 غيرذات تكون الأجن'ء هذه كميات وكن التضاعف صحيحة غيرDNA من صغيرة

 نسبتها لقلة أهمية
 وتشمل:PCR تفاعل حدوث في تتحكم التى العوامل من الكثير وهناك

 البوليميريزالمستخدم. انزيم ه

.Primer • البادى تركيب

 وغيرها. ، المنظمة والمحاليل الحرارة درجة مثل التفاعل ظروف ه

 التفاعل. مكونات ه

100 wL uL إلى ميكرولتر50 PCR من  تفاعل في المحلول حجم ويتراوح
 الآتية. المواد على حتويا ميكرولتر

 مضاعفته. المراد النووى الحامض أ-

 الأول. ب-البادئ

 الثانى. البادى ج

 المنظم المحلول د-

 الماغنسيوم كلوريد ه-

 البوتاسيوم. كلوريد و-

 لرح م
 لمر G.،ز-



.DNA  النوى الحامض تركيب فى تدخل التى النيوكليتيدات من خليط ن-

DNA البوليميريز انزيم ح- Polymereaseوحدتين( .)

 عملية نجاح في هاما دورا يلعب الماغنسيوم أيونات تركيز أن كما

 البوليميريز انزيم نشاط لزيادة ضررى فالماغنسيوم ،(PCR) المضاعفة تفاعلات

 الوسط. فى الماغنسيوم أيونات تركيز على تتوقف نفسها التضاعف عملية وكذلك

 العالى التركيز حن فى ، الإنزيم نشاط يقل للماغنسيوم التركيزالنخفض فعند

 بأجزء تلوث يحدث وبالتالى التضاعف لعملية التخصصية من يقل للماغنسيوم

 الماغنسيوم أيونات من مناسب تركيز وضع من ولابد فيها. مرغوب غيرDNA لل

 لإنزيم كمنشط يستخدم البوتاسيوم كلوريد أما (،5mM-1) بين يتروح المخلوط فى

Foord ) pH الوسط فى (Tris-HCI) ا درجة لتنظيم  النظم البوليميريزو'لمحلول

.(and Rose, 1994

 لنع الزيت من قطرات بعض وضع يتمPCR التضاعف تفاعل بداية قبل

 لنعPCR جهازا غطاء تسخين يتم أخرى ناحية ومن التركيز، وتغير التبخر عملية

PCR  التضاعف لعملية الناعل ظروف تلخيص ويتم أيضا، التبخير عملية

 كالآتى

 ثانية.30 لدةC%94 عند(denatration) الشريطين فصل عملية ه

 ثانية.30 للدةC%60 عند(annealing) البادى إلتحام عملية ه

 دقيقة. لدةC%72 عند(extension) الاسطتالة عملية•

 لمر =ر-،- لرح م



PCR  التضاعف تفاعلات فى تستخدم البوليميريزالتى انزيمات معظم

 بعدد المكملDNA ا شريط فى متصله نيتروجينية قوعد عدد تنتج المعمل فى

 الدقيقة. فى نيتريجينة قاعدة(1000 إلى500)

PCR  ال استخدامات

Diagnosis 0fGenetic disease:الوراثى المرض -تشخيص١ 

 كان سوء الوراثى الخطأً لكثف كأداةPCR التضاعف تفاعلات تستخدم

 ترتيب عن وكافية كاملة معلومات وجو، من لابد وكن واتيا، عيبا أو طفرة

PCR PCR ا استخدام مزيا أهم من التغير عن للكشف DNA استخدام قبل  ال

 من جدا صغيرة كمية باستخدامPCR التضاعفى التفاعل إجراء نستطيع أننا

 لإجراء كافية المزقة الخلايا أوبعض الدم من بسيطة فعينات القالب.DNA ال

 الطفرات عن الكشف فىPCR ا فتستخدم ،PCR باستخدام التشخيص عملية

Waardenburg البرص مرض فى كما الجينى. والتغيير syndromeمرض وهو 

 والمرضى التغيرالورائى من تنتج التى غيرالطبيعية الصبغة اتحاد من يحدث وراتى

 ببياض المريض يصاب حيث ، للوجه التشوهه حالات من2% عن السقل وهو ،

 طفرات عن ناتجه الرض هذا أنوع بعض والشعر، الجفون وبياض الجبهة فى

 جزة إزلة طريق عن كانت الجين هذا فى ظهرت طفرة وأول.PAX-3 جين فى

Tassabehji) نيوكليتيده18 قدر، النيوكليتيدات من et al.,  وبيمكن(1992

 نستخدام حيث.PCR التضاعف تفاعلات بواسطة الجزء هذا نقص عن الاستدلال

 لرح م
 لمر ز،@-



 ليعطى الطبيعى.البرى-DNA ا ويسمى طفرات به ليس سليم لشخصDNA ال

18 لنزع وذلك أقل يكون طفرة به أماالذى نيتروجينية قاعدة156 تركيب

 طريق عن الجزيئى الوزن فى المختلفDNA ا فصل ويمكن منه. نيوكليتيده

 البروتين تركيب من يغير نيوكليتيده18 ا ونزع ، الجيل فى الكهربى الفصل

 أيضا. إنتاجها يتم التى الأمينية الأحماض عدد ويتغير بل إنتاجه يتم سوف الذى
CRApplication of PCR  ال تطبيقات

 كميات مع التعامل ودوركبيرعند أهمية ذاتPCR ال تفاعلات هى

 ولخلل الطفرات حدوث من التأكد فى ومهم النوية الأحماض من جدا ضئيلة

 هى:PCR لل التطبيقية ابجالات أهم ومن ، الجينى

Molecular cloning  للجينات والتحميل الجزيئى الإكثار ه

DNA sequencing DNA  ال فى النيوكليتيدات تتابع معرفة ه

rchaeology • الآثارالقديمة علم فى

Forensics  الشرعى الطب فى ه

Amplification of • غيرالعرفه النيوكليتيدات من جزة مضاعفة
unknown Sequence

Clinical pathology  الاكلينيكية الأمراض علم فى ه

Genetic diagnosis  للأمراض الوراثى التشخيص ه

Mutation detection  الطفرات معرفة ه

 الوراثية( )البصمة مختلفة أجناس أو أفراد بين الواثية المادة بين مقارنة ه

 لمر رلإم،- لرح م



Fingerprinting population analysis.  ه
Genome analysis  الجينى التحليل ه

Ouantitative PCR of RNA, RNA DNA والا  لل الكمى التقدير ه
DNA

Mutations  الطفرات
 يتم سوف الذى البرتين على يدل الجين فى النيتروجينية القواعد ترتيب

 الأمينى تغيرالحامض إلى يؤدىDNA ا تركيب فى تغير وأى ، التعبيرعنه

 بالطفرة يسمىDNA ا تركيب فى والتغير كله. تغيرالبرتين إلى يؤدى وقد

 الطفرة وحدوث كإنزيم، وسلوكه البرتان نشاط فى تغير إلى تؤدى قد والطفرة

 تتابع من وتنشأً جدا بطى بمعدل يكونDNA ا على مؤترخارجى بدون طبيعيا

 واحدة نيتروجينية قاعدة فى تغير نتيجة تحدث وقد.DNA ا تضاعف وتكرار

 ولعوامل المؤثرات من وهناك نيتروجينية. قاعدة10-"10" كلDNA ا بطول

 البنفسجية فوق والأشعة ،X أشعة مثل الطفرات مسببات من الكثير الخارجية

(Ethyl Methane Sulphonate) (EMS)  مثل الكيميائية المواد ويعض

 الأولية الخلايا جينوم فى النيتروجينية القواعد ترتيب من تغير المؤثرات وهذه

 وحدوت ويورث، الأبناء إلى ينتقل أن بمكن التغير هذا حدوث وبمجرد والراقية.

 وتغيردورالإنزيمات الخلية داخل الفسيولوجى السلوك فى التغير يؤكده الطفرة

 تغير يعطى لا واحد جين فى طفرة وحدوث الهدمية. أو البنائية التفاعلات فى

 لمر Gزم- لرح م



 المظهرية الصفات فى تغير ولحدوث للكائن. الطر:المظهرية فى واضحا

(Phenotypes)الطفرات. من العديد حدوث من لابد 

 تNA الاووى الحامض

 الوراثية الشهرة خملا مNA اقووع الحض
 )الصفة} ا«وكين إلى ترجمنها المراد

 الورائية الشفرة حفل الأووى الحض لسخ عملة

4

,- رثا.
 نيتروجينية قواعد ثلاث كنل

 أمينى حامض إلى تترجم
 اخز أمنى بحامض ويرتبط
 تتعقد طويلة سلسلة ليكون

 البروتين. لتعطى

 ل@٠
 ونعنى بروتينات إلى الوراثية الشفرة ترجمة يوضح تخطيط(:٢٤ شكل)

 الفر،. على تظهر التى الواثية الصفات

 حدوتها: لكيفية طبقا الطفرات أنواع
 نيوكليتيدة. داخل نيتروجينية قاعدة ا-تغير

 نيتروجينية. قاعدة إزلة أو إضافة-٢

 لرح م
 لمر =لار،-



 النيتروجينية القواعد ثلاثية تكون الواثية الشفرة أن المعروف ومن

 إزلة وعندmRNA ا شريط فى أمينى حامض تعبرعن قواعد ثلاث وكل

 الأحماض تغيرمن وبالتالى ، الثلاثية الشفرات تركيب تغيرمن قاعدة إضافة أو

 المتكون. البروتين ثم ومن ، الأمينية

 فهمها. عدم إلى تؤدى التالية الإنجليزية الجمل فى حرف تغير عند فمثلا
THE FAT CAT ATE THE RAT

 القط كلمة منA الحرف إنلة تم وإذا الفأر، أكل السمين القط أن ومعناها

 تفهم. لا ثلاثيات فى الجملة أن نجد
THE FAT CTA TET HER AT.

 ولو نفهم أن بمكن فإننا متتالية حرف ثلاثة إضافة أو فقد يتم عندما ولكن

 يلى: كما الجملة من جزة
RATTHEATEFAT CATTHE

FAT  ا نزع عند

RAT....THEATECATTHE
 إزله أو ثلاثية شفرة بإضافة طويلة شفرة فى هذا يحدث عندما وكذلك

 يتغير ألا وبمكن أمينى لحامض إضافة أو أمينى لحامض إزلة يحدث ثلاثية شفر

 كلية. البروتين

 بروتينات على الحصول في تكون اللفرات إحداث استخدامات أهم ومن
 تغير بمكن فمثلا مختلفة. وظيفة على للحصول الأصلى البروتين عن متغيرة

 جان فى واحدة طفرة حدوت فعند الطفرات. طريق من الإنزيمات بعض تخصصية
 لرح م
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Yeast الخميرة فى الكحولى الهيدروجين نزع alcohol dehydrogenaseيحول 

NAD"  كلا يستخدم أنه ونجد فيغيرالبريتين جلايسين إلى الأسبرتك حامض

 كحول إلى الاسيتالدهيد لتحويل الإختزلى تفاعله فى مساعدة كعواملNADP" و

 مساعد: كعاملNAD" فقط يستخدم الطفرة حدوث قبل بأنه علما إتيلى
(Fan et al., 1991)

 الكتيكى الهيدروجين نازع إنزيم فى صغيرة بطفرة كذلك

Bacillus stearothermophilus Lactate بكتريا من المعزل dehydrogenase

Wilks إلى تحويله يتم et al., 1988) Malate dehydrogenase.)وظيفة وتظل 

 أملاح وأصبحت التفاعل مادة تغيرت الطفرة حدوث بعد ولكن اختزلية الإنزيم

.(Maltate)  الماليك حامض

 خاص لجين وحد زمن فى ليست متتالية طفرة من أكثر إحداث وعند

 العملية هذه وتسمى الإنزيم تخصصية من يغير ذلك فإن معن إنزيم بإنتاج

directed الوجهة بالتحديث evolutionوخليفة تتغير العملية هذه طريق وعن 

 البر:تييز )إنزيم( برتان جان فى المتكررة الطفرات إحداث فعملية كلية. البروتين

.(Olsen et al., 2000)  به الخاصة التفاعل مادة من يغير

 طبيعة فى تغير إلى يؤدى الإنزيمات جينات فى التغير فإن عامة وبصفة

 التغير طريق أوعن للانزيم البروتينى التركيب فى التغير طريق عن إما الإنزيم

 الثلى(pH) الحموضة ودرجة ، الحرارى الثبات حيث من الإنزيم خوص فى
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 وتخصصية ، الساعدة التفاعل وعومل ، الإنزيم وطاقة الحركية والصفات ، للانزيم

،Proteases  البروتينى التحلل بإنزيمات للتكسر الإنزيم ومقاومة الإنزيم

 وعشوائيا نادرا تحدث جين أى فى الطفرات أن وبسرعة العلماء أدرك

 بها يتحلى التى الصفة أمام متنحية تكون ما غالبا فإنها الطفرة تحدث وعندما

 ضارة صفات الكائنات كل فى تقريبا الطافرة الصفات كل إن.. طبيعيا الكائن

 الصفة وحدة نعرف أن أمكن لما طفرة فلولا ذلك ورغم ، مميت منها والكثير ما لحد

 الخريطة كانت إذن البداية من ، للخرلنة جينها أو للتحليل وراثتها نفتح أن أو

 أخطاء. خريطة الأصل فى هى إنسانا. أو ، أوذبابة كان فطرا. نوع لأى الوراثية

(1997 ، )كيفلس

 الحى؟ الكائن في الطفرة تغير وماذا الطفرات؟ يسبب الذى ما لكن
 الطفرات بين العلاقة معرفة من تأتى السؤلين هذين عن الإجابة إن

 أشرنا أن سبق كما ظرف أية وفى التطفر إمكانية وكذا والجينات

 بنية ، البالغة دقته رغم بالضرورة له جسيما الجين العلماء تصو لقد

 قدرته الأولى ، الوراثة علماء نظر وجهة من ثنائية وخليفة له عديدة أجزء من مركبة

 مضادا جسما أو كانت إنزيما بعينها- مادة لينتج الحى الكائن توجيه على

 أن على قدرته الثانية ، ذاته الجين مادة عن تختلف .مادة أوغيرذلك ، أوصبغة

 جوهرية عملية الذاتى التضاعف على القدرة وهذه ، أمينة نسخة ذاته من يشكل

 طفرت ما إذا أنه ذلك البيولوجيون. يدركه كان مما أكثرروعة شئ هى ، الجين فى

 بأمانة. ذلك بعد يتضاعف أيضا الطافرهو الجين فإن صفة
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