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الذي یتصف بقابلیتھ على لحم 

ثنائیة الایستر بین مجموعة  الآصرة

5- P  (للنیوكلیوتیدة المجاورة ،

الكسور الموجودة في خیوط الدنا جعلت لھ دورا مھما في 

 إعادةالجزیئات المعطوبة وكذلك في 

كبیرة جدا في تقنیات الھندسة الوراثیة لقابلیتھ على 

من عدة كائنات حقیقیة وبدائیة النواة وكذلك من الفایروسات وقد وجد ان جمیع 

تركزت الدراسات بصورة خاصة 

 ٦٠٠٠٠(  T4ومن العاثي ) 

 T4 DNA Ligaseیتمیز انزیم . 

 أوسعالنھایات المستویة ویستخدم بصورة 

النھایات على ربط  أساساالذي یعمل 

 اذ یحتاج الانزیم المنتج من قبل 

اذ . لاتمام عملھ ATPالى   T4كعامل مساعد بینما یحتاج الانزیم الذي ینتجھ العاثي 

AMP  الكسر( الذي یرتبط بالثلمة (

  .لیقوم باعادة تكوین الاصرة الفوسفاتیة ثنائیة الایستر

 بصورة واسعة فقد تم كلونة الجین المسؤول عن انتاجھ في

وبھذا اصبح ممكنا  E coliم ادخالھ فیما بعد الى بكتریا 

  

   DNA Ligation جزیئات الدنا 

الذي یتصف بقابلیتھ على لحم  DNA Ligase إنزیمد فعالیة ربط قطع الدنا على فعالیة 

الآصرةتكوین  إعادةالدنا عن طریق  لجزیئھفي العمود الفقري 

3- OH  (النیوكلیوتیدات ومجموعة الفوسفات  لأحد )P

  . لیعید جزیئات الدنا المقطوعة الى حالتھا الطبیعیة

الكسور الموجودة في خیوط الدنا جعلت لھ دورا مھما في  إصلاحعلى  الإنزیمقابلیة ھذا 

الجزیئات المعطوبة وكذلك في  إصلاحتكرار الدنا وفي  أثناءعملیات تخلیق الخیوط الجدیدة 

Recombination  . كبیرة جدا في تقنیات الھندسة الوراثیة لقابلیتھ على  أھمیةلھ  إنكما

  . ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة او المستویة

من عدة كائنات حقیقیة وبدائیة النواة وكذلك من الفایروسات وقد وجد ان جمیع  الإنزیم

تركزت الدراسات بصورة خاصة . الكسور الموجودة في خیوط الدنا إصلاحلھا القابلیة على 

) دالتون ٧٥٠٠٠(   E coliالمعزولین من بكتریا الـ

. الكسور إصلاحبنفس الطریقة في  الإنزیمینیث یعمل ھذین 

النھایات المستویة ویستخدم بصورة  إلى إضافةبقابلیتھ على ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة 

الذي یعمل  E coliالمعزول من الـ  الإنزیمفي  تجارب الكلونة ویفضل على 

اذ یحتاج الانزیم المنتج من قبل ، ویختلف الإنزیمان كذلك في حاجتھما الى العوامل المساعدة

NAD+  كعامل مساعد بینما یحتاج الانزیم الذي ینتجھ العاثي

AMPالانزیم و ینشطر العامل المساعد في كلا الحالتین لیكون معقدا من 

لیقوم باعادة تكوین الاصرة الفوسفاتیة ثنائیة الایستر OH-3و  P-5الحاملة للمجموعتین 

بصورة واسعة فقد تم كلونة الجین المسؤول عن انتاجھ في T4 DNA Ligaseللحصول على انزیم 

م ادخالھ فیما بعد الى بكتریا الذي ت λ phageاحد نواقل كلونة العاثي لامدا 

  . الحصول علیھ بكمیات كبیرة

جزیئات الدنا  ربط

د فعالیة ربط قطع الدنا على فعالیة متعت      

في العمود الفقري  الكسور

OH( الھیدروكسیل 

لیعید جزیئات الدنا المقطوعة الى حالتھا الطبیعیة

قابلیة ھذا  إن      

عملیات تخلیق الخیوط الجدیدة 

Recombinationالارتباط 

ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة او المستویة

الإنزیمتم عزل       

لھا القابلیة على  الإنزیمات

المعزولین من بكتریا الـ الإنزیمینحول 

یث یعمل ھذین ح، )دالتون

بقابلیتھ على ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة 

في  تجارب الكلونة ویفضل على 

ویختلف الإنزیمان كذلك في حاجتھما الى العوامل المساعدة .اللاصقة

E coli  الىNAD+

ینشطر العامل المساعد في كلا الحالتین لیكون معقدا من 

الحاملة للمجموعتین 

للحصول على انزیم      

احد نواقل كلونة العاثي لامدا 

الحصول علیھ بكمیات كبیرة

  

  



  

      ذات النھایات اللاصقة  DNAربط قطع الـ 

المستعمل من النوع الذي ینتج نھایات لاصقة  الإنزیمفضل عادة ان یكون في تجارب الكلونة ی       

اذ تتحد اولا النھایات ،  DNA Ligase إنزیممتكاملة لسھولة ربط مثل ھذا النوع من القطع بواسطة 

الھیدروجینیة الا ان ھذا  الأواصراللاصقة عن طریق ارتباط القواعد النیتروجینیة المتكاملة بواسطة 

 DNAكافیة لحمل قطعتي الدنا معا بصورة ثابتة ولكنھ یسھل عمل انزیم یكون قویا بالدرجة ال الاتحاد لا

Ligase  عن طریق تكوین للخیطیین الكسرین الباقیین في العمود الفقري  إصلاحالذي یعمل على

فیما بعد الى  إدخالھادنا مستقرة یمكن  جزیئھالفوسفاتیة ثنائیة الایستر مما یؤدي الى تكوین  الآصرة

 أنتجھاالذي  الإنزیمان مناطق ارتباط النھایات اللاصقة المتكاملة ستكون حساسة لنفس . خلیة المضیف

مرة وبھذا سیكون من السھولة استخلاص قطعة الدنا الغریبة المكلونة مرة اخرى وذلك بمعاملتھا  أول

  . بنفس الانزیم القاطع

الكلونة المناسب في انبوبة الاختبار ان ھدف عملیة الكلونة ھو ربط قطعة الدنا الغریبة الى ناقل        

الا ان عملیة خلط قطع الدنا الغریبة مع نواقل . لیتم ادخال جزیئة الدنا الھجینة الى الخلایا المضیفة

لتكوین جزیئات الدنا الھجینة لیس الاحتمال الوحید الناتج ) المعاملة كلیھما بانزیمات التقیید( الكلونة 

انما ھناك احتمالات اخرى یمكن ان تحدث في انبوبة ، مات اللاصقةلعملیة الربط بواسطة الانزی

على  لاتحتوي Dimerالاختبار فقد ترتبط نھایات ناقل الكلونة مع بعضھا لتكوین جزیئة ناقل ثنائیة  

-Reاو ترتبط نھایات ناقل الكلونة مع بعضھما في عملیة اعادة ارتباط للناقل ، قطعة الدنا الغریبة

ligation تباطات الى اختزال كفاءة عملیة رتؤدي مثل ھذه الا. الارتباط بقطعة الدنا الغریبة نبدو

لذا وجب تھیئة كل ، الكلونة لان الخلایا المتحولة سوف تكون غیر حاویة على قطعة الدنا الغریبة

 احد ھذه العوامل، یة الحصول على جزیئات دنا ھجینةالظروف الملائمة التي من شأنھا زیادة احتمال

 ٣تكون النسبة ( ھي اجراء التفاعل بوجود تركیز عالي من قطع الدنا الغریبة نسبة الى جزیئات الناقل 

  . لخفض نسبة التقاء او تصادم جزیئات الناقل مع بعضھا وزیادة كفاءة عملیة الكلونة) ١: 

ونة المقطوعة من الطرق الاخرى المستخدمة لزیادة كفاءة عملیة الكلونة ھي معاملة نواقل الكل     

المعزول من البكتریا   Alkaline phosphataseوقبل خلطھا بالدنا الغریبة بانزیم الفوسفاتیز القاعدي 

للنھایة اللاصقة مما یمنع تدویر  '5او العجول الذي یعمل على ازالة مجامیع الفوسفات من الطرف 

لتدویر الناقل ھي بربطھا مع جزئیة دنا وبھذا ستكون الطریقة الوحیدة ، النواقل او ارتباطھا مع بعضھا

وھنا سیعمل الانزیم اللاصق على اصلاح وربط الكسرین الحاویین على مجموعة فوسفات غریبة 

ویبقى كسرین في منطقة الارتباط بدون ربط وھذا لایؤثر كثیرا على عملیة ادخال جزئیة الدنا الھجینة 

  . خلایا المضیف بواسطة اجھزة الاصلاح الى داخل المضیف ویتم اصلاح ھذین الكسرین داخل

  

كذلك تكون الحرارة  DNA Ligaseتكون درجات الحرارة المنخفضة ھي المثلى لعمل انزیم        

وتكون . المنخفضة ھي مثالیة لتكوین الاواصر الھیدروجینیة بین القواعد النیتروجینیة للنھایات اللاصقة

  .   م °١٦درجة الحرارة المثلى ھي 

  

  



  

في عملیات الكلونة الا ان على الرغم من سھولة وكفاءة عملیة ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة 

 استخدام انزیمات إمكانیةذلك لا یعني عدم استخدام قطع الدنا ذات النھایات المستویة وخاصة في حالة عدم 

 T4 DNA إنزیمربط قطع الدنا ذات النھایات المستویة یتم استخدم 

ولكن عملیة ربط النھایات المستویة تكون اقل كفاءة واكثر بطئاً من 

لدنا ذات النھایات اللاصقة اسرع 

ویعود السبب الى عدم قدرة النھایات المستویة على 

فلكي یقوم الانزیم اللاصق ، الاتحاد مع بعضھا كما في النھایات اللاصقة لتسھیل عمل الانزیم اللاصق

جدا من بعضھا البعض كي یتسنى للانزیم القیام بعملھ وبما ان 

احتمالیة التقاء قطع الدنا بھذا الشكل تكون قلیة في مثل ھذه الظروف وان حدث فانھ یكون لفترة زمنیة 

فأن تركیز الدنا في خلیط التفاعل یجب ان یكون اعلى من ذلك المستخدم في ربط القطع ذات 

  . للاصقة وذلك لزیادة فرص التقاء النھایات المستویة مع بعضھا العض

 T4من انزیم  جزیئیتینیحتاج التفاعل اللازم لربط قطع الدنا ذات النھایات المستویة على الاقل الى 

واحدة تعمل على حمل النھایتین المستویتین في موضع متقابل وتعمل الاخرى على تكوین 

لذا فان تركیز الانزیم المطلوب في ھذا التفاعل 

على نفس معدل الارتباط في قطع 

ب نفس الدور الي تلعبھ في في ھذا النوع من التفاعل فان درجة الحرارة لا تلع

عموما تتراوح درجة الحرارة المستعملة في ربط النھایات 

DNA ذات النھایات المستویة  

على الرغم من سھولة وكفاءة عملیة ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة 

ذلك لا یعني عدم استخدام قطع الدنا ذات النھایات المستویة وخاصة في حالة عدم 

ربط قطع الدنا ذات النھایات المستویة یتم استخدم  لآجل. قاطعة تعطي نھایات لاصقة

ولكن عملیة ربط النھایات المستویة تكون اقل كفاءة واكثر بطئاً من . القادر على ربط ھذه النھایات

لدنا ذات النھایات اللاصقة اسرع اذ تكون عملیة ربط قطع ا، عملیة ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة 

ویعود السبب الى عدم قدرة النھایات المستویة على ، مرة من ربط قطع الدنا ذات النھایات المستویة

الاتحاد مع بعضھا كما في النھایات اللاصقة لتسھیل عمل الانزیم اللاصق

جدا من بعضھا البعض كي یتسنى للانزیم القیام بعملھ وبما ان بعملھ یجب ان تكون قطع الدنا قریبة 

احتمالیة التقاء قطع الدنا بھذا الشكل تكون قلیة في مثل ھذه الظروف وان حدث فانھ یكون لفترة زمنیة 

فأن تركیز الدنا في خلیط التفاعل یجب ان یكون اعلى من ذلك المستخدم في ربط القطع ذات 

للاصقة وذلك لزیادة فرص التقاء النھایات المستویة مع بعضھا العض

یحتاج التفاعل اللازم لربط قطع الدنا ذات النھایات المستویة على الاقل الى 

واحدة تعمل على حمل النھایتین المستویتین في موضع متقابل وتعمل الاخرى على تكوین 

لذا فان تركیز الانزیم المطلوب في ھذا التفاعل ، لفوسفاتیة ثنائیة الایستر لاتمام عملیة الربط 

على نفس معدل الارتباط في قطع مرة من تركیز الانزیم المستخدم للحصول  ٣٠ – 

في ھذا النوع من التفاعل فان درجة الحرارة لا تلع. نا ذات النھایات اللاصقة

عموما تتراوح درجة الحرارة المستعملة في ربط النھایات ، عملیة ربط القطع ذات النھایات اللاصقة

  . م  °٢٥

  

DNAربط قطع الـ 

  

على الرغم من سھولة وكفاءة عملیة ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة    

ذلك لا یعني عدم استخدام قطع الدنا ذات النھایات المستویة وخاصة في حالة عدم 

قاطعة تعطي نھایات لاصقة

Ligase القادر على ربط ھذه النھایات

عملیة ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة 

مرة من ربط قطع الدنا ذات النھایات المستویة ١٠٠بـ 

الاتحاد مع بعضھا كما في النھایات اللاصقة لتسھیل عمل الانزیم اللاصق

بعملھ یجب ان تكون قطع الدنا قریبة 

احتمالیة التقاء قطع الدنا بھذا الشكل تكون قلیة في مثل ھذه الظروف وان حدث فانھ یكون لفترة زمنیة 

فأن تركیز الدنا في خلیط التفاعل یجب ان یكون اعلى من ذلك المستخدم في ربط القطع ذات ، قصیرة جدا 

للاصقة وذلك لزیادة فرص التقاء النھایات المستویة مع بعضھا العضالنھایات ا

یحتاج التفاعل اللازم لربط قطع الدنا ذات النھایات المستویة على الاقل الى   

DNA Ligase  واحدة تعمل على حمل النھایتین المستویتین في موضع متقابل وتعمل الاخرى على تكوین

لفوسفاتیة ثنائیة الایستر لاتمام عملیة الربط الاصرة ا

 ١٠یكون اكثر بحدود 

نا ذات النھایات اللاصقةالد

عملیة ربط القطع ذات النھایات اللاصقة

٢٥ - ٢٠المستویة بین 



تكون النھایات منتجة بنفس انزیم التقیید وبھذا سیكون 

اما في حالة ربط ، المستخدم في عملیة القطع

التقیید او  إنزیمھذه النھایات منتجة بنفس 

القاطعین  الإنزیمینوفي الحالة الثانیة سیكون موضع الارتباط الناتج غیر حساس لكلا 

. استخلاص الدنا المكلونة من جزیئة الناقل وھذا یمثل مشكلة في تجارب الكلونة

تجاوز ھذه المشكلة استنبطت وسائل یمكن خلالھا زیادة كفاءة عملیة الكلونة ومن اھم ھذه الوسائل 

 Adaptors  .  

الجزیئات الرابطة عبارة عن تتابعات قصیرة مكونة من ثمانیة الى عشر أزواج من 

. حاویة على واحد او اكثر من المواضع الحساسة لإنزیمات التقیید

تستخدم ھذه الجزیئات في عملیات كلونة القطع ذات النھایات المستویة تسمح بإعادة استخلاصھا 

  

تكون النھایات منتجة بنفس انزیم التقیید وبھذا سیكون ، في عملیة ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة

المستخدم في عملیة القطع الإنزیمواستخلاصھا مرة اخرى  بنفس 

ھذه النھایات منتجة بنفس  أكانتالنھایات المستویة فأن عملیة الربط ممكنة سواء سواء 

وفي الحالة الثانیة سیكون موضع الارتباط الناتج غیر حساس لكلا 

استخلاص الدنا المكلونة من جزیئة الناقل وھذا یمثل مشكلة في تجارب الكلونة 

تجاوز ھذه المشكلة استنبطت وسائل یمكن خلالھا زیادة كفاءة عملیة الكلونة ومن اھم ھذه الوسائل 

 ptorsاو الوصیلات   Linker molecules ھي استخدام الجزیئات الرابطة 

 استخدام الجزیئات الرابطة

الجزیئات الرابطة عبارة عن تتابعات قصیرة مكونة من ثمانیة الى عشر أزواج من 

حاویة على واحد او اكثر من المواضع الحساسة لإنزیمات التقییدمصنعة مختبریا النیوكلیوتیدات 

تستخدم ھذه الجزیئات في عملیات كلونة القطع ذات النھایات المستویة تسمح بإعادة استخلاصھا 

  .  مرة أخرى اذا دعت الحاجة الى ذلك

في عملیة ربط قطع الدنا ذات النھایات اللاصقة

واستخلاصھا مرة اخرى  بنفس  ممكنا اعادة قطعھا 

النھایات المستویة فأن عملیة الربط ممكنة سواء سواء 

وفي الحالة الثانیة سیكون موضع الارتباط الناتج غیر حساس لكلا ، بأنزیمین مختلفین

 إمكانیةمما یعني عدم 

تجاوز ھذه المشكلة استنبطت وسائل یمكن خلالھا زیادة كفاءة عملیة الكلونة ومن اھم ھذه الوسائل  ولأجل

ھي استخدام الجزیئات الرابطة 

  

استخدام الجزیئات الرابطة -١

الجزیئات الرابطة عبارة عن تتابعات قصیرة مكونة من ثمانیة الى عشر أزواج من        

النیوكلیوتیدات 

تستخدم ھذه الجزیئات في عملیات كلونة القطع ذات النھایات المستویة تسمح بإعادة استخلاصھا 

مرة أخرى اذا دعت الحاجة الى ذلك

  

  

  

  

  

  

  

  

  



حاویة على نھایة  الوصیلات عبارة عن قطعة صغیرة من تتابعات الدنا مصنعة مختبریا

لاصقة منزوعة الفوسفات في احد طرفیھا ونھایة مستویة حاویة على مجموعة فوسفات في طرفھا 

یتم استخدم الوصیلات في حالة احتواء قطعة الدنا المراد كلونتھا على موضع حساس لواحد 

ي ھذه الحالة سیتم قطع فف. او اكثر من الانزیمات القاطعة التي تستخدم لقطع الجزیئات الرابطة

لذا یتم اللجوء الى . الى قطع الجزیئة الرابطة

وبما ان النھایات اللاصقة للوصیلات لا تحتوي على مجامیع فوسفات لذا فلن 

عد اتمام ربط الوصیلات وقبل ب

من النھایات  '5كلونة القطع الناتجة عن ھذا الارتباط تتم إضافة مجامیع الفوسفات الى الطرف 

  

 استخدام الوصیلات 

الوصیلات عبارة عن قطعة صغیرة من تتابعات الدنا مصنعة مختبریا

لاصقة منزوعة الفوسفات في احد طرفیھا ونھایة مستویة حاویة على مجموعة فوسفات في طرفھا 

یتم استخدم الوصیلات في حالة احتواء قطعة الدنا المراد كلونتھا على موضع حساس لواحد 

او اكثر من الانزیمات القاطعة التي تستخدم لقطع الجزیئات الرابطة

الى قطع الجزیئة الرابطة إضافةجزیئة الدنا الغریبة الى قطعتین او اكثر 

وبما ان النھایات اللاصقة للوصیلات لا تحتوي على مجامیع فوسفات لذا فلن ، استخدام الوصیلات

ب. یكون ھناك اي احتمال لارتباطھا مع بعضھا في محلول التفاعل

كلونة القطع الناتجة عن ھذا الارتباط تتم إضافة مجامیع الفوسفات الى الطرف 

  . اللاصقة لتصبح جاھزة للكلونة

استخدام الوصیلات  -٢

الوصیلات عبارة عن قطعة صغیرة من تتابعات الدنا مصنعة مختبریا       

لاصقة منزوعة الفوسفات في احد طرفیھا ونھایة مستویة حاویة على مجموعة فوسفات في طرفھا 

یتم استخدم الوصیلات في حالة احتواء قطعة الدنا المراد كلونتھا على موضع حساس لواحد  .الثاني 

او اكثر من الانزیمات القاطعة التي تستخدم لقطع الجزیئات الرابطة

جزیئة الدنا الغریبة الى قطعتین او اكثر 

استخدام الوصیلات

یكون ھناك اي احتمال لارتباطھا مع بعضھا في محلول التفاعل

كلونة القطع الناتجة عن ھذا الارتباط تتم إضافة مجامیع الفوسفات الى الطرف 

اللاصقة لتصبح جاھزة للكلونة

  




