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  انُىوَت انحًىضتحضُر  -1
Nucleic acid preparation 



ٗاىخـبٞقبباث اىـبٞببت  اىْٖذسببت اىدْٞٞببتحخـيببج خَٞببغ اىذساسبباث لببٜ ٍدبباه 

 DNAانُىوَوووت  انحًوووىضاىشٗحْٞٞبببت اىسظببب٘ه ػيبببٚ ػْٞبببت ٍبببِ  
 . RNAو

اىنَٞاث اىَـي٘بت ٍِ ٕزٓ اىَ٘اد اىبٞ٘ى٘خٞت ىيقٞاً باىذساست طغٞشة خبذا   

 .يُكروغراياث تبضؼلا حخداٗص 

ٍِ أٛ َّؾ خي٘ٛ ٝس٘ٛ ػيٚ ّ٘اة، ىنِ لبٜ مثٞبش    DNAَٝنِ اسخفشاد 

ٌ    DNAَتى انهجىء إنً اندو كًصدر نو  ٍِ الأزٞاُ  ، نودي انَاوا

اىبَْؾ  )اىيد٘ء إىبٚ َّبؾ خيب٘ٛ ٍؼبِٞ      mRNAلٜ زِٞ ٝخـيج حسؼٞش 

 (.اىخي٘ٛ اىزٛ ٝؼبش ػْٔ

  انُىوَت انحًىضتحضُر  -1
Nucleic acid preparation 



 :خطىاث انتحضُر

ٍْاسبت ٗاىسظ٘ه ػيٚ   Lysis Bufferداسئت زو : حم انخلاَا•

اىْ٘ٗٝت ٗاىبشٗحْٞاث   اىسَ٘عٍسي٘ه ٝس٘ٛ ٍضٝح ٍِ 

 .ٗاىيبٞذاث

:  اىخخيض ٍِ اىبشٗحْٞاث ٗاىَ٘اد اىؼؼ٘ٝت الأخشٙ•

 .انفُُىنٍالاستخلاص 

 (.انترسُب انكحىنٍ)ب٘ساؿت اىنس٘ه : DNAحشسٞج •

 %.70باىنس٘ه  DNAغسو •

 .باىَاء أٗ بذاسئت ٍيسٞت DNAإػادة زو •



 :يٍ اندو DNAطرَقت تحضُر 

حفدٞش مشٝاث اىذً اىسَش بٖذف اىخخيض ٍْٖبا ٗاىببٞغ بٖبذف    

 .  اىسظ٘ه ػيٚ اىْ٘ٙ

 Detergentيُظووو  ٍبببضٝح ٍبببِ زبببو اىْببب٘ٙ بذاسئبببت حسببب٘ٛ 

ػانُووت  بشٗحْٞبباصٍٗببِ ( SDSاىظبب٘دًٝ٘  دٝذٗسببٞو سبب٘ىفاث)

تحطوُى  حؤدٛ اىَؼاىدت بٖزا اىَضٝح إىٚ . K كانبروتُازانفؼانُت 

 DNAوتخرَووووب انبروتُُوووواث انرابطووووت نوووو الأغشووووُت انُىوَووووت 

 .اىْ٘ٗٛ DNAحسشس باىخاىٜ ٗ



 انفُُىنٍالاستخلاص 

( اىيبٞبذاث )ىيخخيض ٍِ اىبشٗحْٞاث ٗاىَ٘اد اىؼؼب٘ٝت الأخبشٙ   

اىْ٘ٗٝبت، ٝبخٌ    اىسَب٘ع ػَِ اىخلاطت اىخي٘ٝت اىساٗٝبت ػيبٚ   

اىْ٘ٗٝبت لبٜ    اىسَب٘ع زٞب  حْسبو   يحلاث ػضىَت اسخؼَاه 

لبببٜ  ٗاىيبٞبببذاثاىَساىٞبببو اىَائٞبببت لبببٜ زبببِٞ حْسبببو اىبشٗحْٞببباث 

َُسلاث اىؼؼ٘ٝت اىخٜ لا حسو   .اىْ٘ٗٝت اىسَ٘عاى

 .انفُُىلػادة ٍا ٝسخؼَو 



يحم ػضىٌ لا ًَتسج يغ  انفُُىل

 انًاء

ىببببببخخيض ٍببببببِ اىبشٗحْٞبببببباث   ٝسببببببخؼَو

اىخٜ حشب٘  ٍسيب٘ه ٍبا ٍبِ      ٗاىيبٞذاث

 . اىْ٘ٗٝت اىسَ٘ع

 

ٍْسيبت  اىْ٘ٗٝبت   اىسَب٘ع  حبقٚ زٞ 

لببٜ اىَساىٞببو اىَائٞببت لببٜ زببِٞ أُ  

حْسبببببببو  ٗاىيبٞبببببببذاثاىبشٗحْٞببببببباث 

اىبببببزٛ لا  اىفْٞببببب٘هبسبببببٖ٘ىت لبببببٜ 

 .اىْ٘ٗٝت اىسَ٘عٝسخـٞغ زو 



 انترسُب انكحىنٍ  

اىْ٘ٗٝبت   اىسَب٘ع ٖٝذف اىخشسٞج اىنس٘ىٜ إىٚ اىسظب٘ه ػيبٚ   

اىَ٘خ٘دة لٜ ٍسي٘ه ٍا بشنو طيج ٍَا َٝنّْْا ٍبِ إػبادة زيٖبا    

، أٗ حغٞٞببش اىسَبب٘علببٜ ٍسيبب٘ه خذٝببذ بغٞببت حغٞٞببش حشمٞببض ٕببزٓ   

 .اىذاسئت اىَْسيت لٖٞا



 :أهى أَىاع انترسُب انكحىنٍ

 (:انَتاَىل) انَتُهٍانترسُب باستخداو انكحىل  -

 :إُ إّداص ٕزا اىْ٘ع ٍِ اىخشسٞج ٝخـيج ششؿِٞٞ

 اسخخذاً داسئت راث ق٘ة أّٝ٘ٞت ػاىٞت حس٘ٛ ػيٚ ٍير أزادٛ اىخنالؤ : الأٗه 

اىَـيق ىنو  الإٝخاّ٘هٍِ  زدً٘ثلاثت )ػاىٜ اىخشمٞض  ٝخاّ٘هإاسخخذاً : اىثاّٜ

 (. زدٌ ٍِ اىؼْٞت

 . بشنوٍ ماٍوٍ حقشٝبا اىْ٘ٗٝت  اىسَ٘علٜ ٕزٓ اىششٗؽ حخشسج 

اىْ٘ٗٝت   اىسَ٘عٗرىل زسج حشمٞض  بؼدة ساػاثٝقذس اىضٍِ اىلاصً ىيخشسٞج 

اىْ٘ٗٝت لٜ   اىسَ٘ع ٝضداد ٕزا اىضٍِ ٍغ اّخفاع حشمٞضلٜ اىؼْٞت زٞ  

 .°ً -20إىٚ اىذسخت تارع انؼًهُت بانتبرَد اىَسي٘ه َٗٝنِ أُ 



 :  سوبروباَىلَانانترسُب باستخداو  -
ٍغ لشقِٞ  بالإٝخاّ٘هاىَبذأ ٕ٘ ّفسٔ لَٞا ٝخؼيق باىخشسٞج 

 :  أساسِٞٞ

ىٞس ْٕاك ٍِ ػشٗسة لاسخخذاً أٛ ّ٘ع ٍِ : الأٗه 
 .الأٍلاذ

ٝدج أُ ٝساٗٛ اىسدٌ اىَسخخذً ٍِ : ٗاىثاّٜ 
 .زدٌ اىؼْٞت الإٝضٗبشٗباّ٘ه

ترسُب فىرٌ  بأّٔ  ضٗبشٗباّ٘هٝالإٝخَٞض اىخشسٞج باسخخذاً 
انشدف انصغُرة يٍ ٗأُ ( لا داػٜ ىلاّخظاس ىساػاث)

DNA  باسخخذاً ٕزٓ اىـشٝقتلا تترسب. 



غام ٍَٖٗا ماّج اىـشٝقت اىَسخخذٍت ىيخشسٞج ٝدج 

  70%بتركُس  انَتُهٍبانكحىل بؼذٕا انرسابت 

  DNAلازخ٘ائٔ ػيٚ مَٞت ٍِ اىنس٘ه مالٞت لإبقاء )

لإصاىت ( ٍخشسج ٗمَٞت مالٞت ٍِ اىَاء ىسو الأٍلاذ

اىْ٘ٗٝت ٗبؼذٕا حدفف   باىسَ٘عالأٍلاذ اىؼاىقت 

اىشسابت ٗٝؼاد زيٖا ػَِ اىَاء اىَقـش أٗ ػَِ 

 TE  (Tris+EDTA.)داسئت ٍِ





 :Total RNA انكهٍ RNAتحضُر 

 

ٗرىببل  DNAأمثببش طببؼ٘بت ٍببِ دساسببت     RNAحؼخبببش دساسببت  

 .RNaseA مـ اىشٝبّ٘نيٞاصىؼؼف بْٞخٖا لٜ ٍقاٍٗت 

 

ابخبذاء    RNAٝخٌ ٍداّست اىْسٞح أٗ اىخلاٝبا اىخبٜ ٝبشاد اسبخفشاد     

ٍْاسبببت حسبب٘ٛ ٍبب٘اد ٍثبـببت ىؼَببو   ٍْٖببا، ٗرىببل ػببَِ داسئببت   

 .اىشٝبّ٘نيٞاص

 

 .ّسظو ػيٚ خْاسٔ حس٘ٛ اىبشٗحْٞاث ٗاىسَ٘ع اىْ٘ٗٝت



َٝنبِ اىيدب٘ء إىبٚ     DNAبـغٞش اىَش٘   RNAػيٚ ىيسظ٘ه 

 DNAانترسوُب انتفالوهٍ نكوم يوٍ     ؿشٝقت سشٝؼت حقبً٘ ػيبٚ   

اى٘سبببببؾ ٗاىخشمٞبببببض اىنسببببب٘ىٜ  pHبالاػخَببببباد ػيبببببٚ  RNAو

 اىَسخخذً

  

  .ٍْاسج ّنيٞاص  ب٘ساؿت أّضٌٝ DNAحسـٌٞ َٝنِ مَا 

 

 .ىخخيض ٍِ اىبشٗحْٞاث اىفْٞ٘ىّٜيدأ إىٚ الاسخخلاص 

 

 . اىنيٜ RNAٗاىخشسٞج اىنس٘ىٜ ىيسظ٘ه ػيٚ 



mRNAsMessenger 
mRNA

  Kits أؿقٌ

 نشٗٝتٍ مشاث ػيٚ حس٘ٛ ؼَاهىلاسخ خإضة

  قيٞو ٍِ بخسيسلاث ٍغـاة ٍَغْـت ٍؼذّٞت
  .اىشسٞو ىؼضه حسخخذOligo-dTً  اىخَٞٞذِٝ



اىنيٜ  RNAحخيؾ باىَسي٘ه اىساٗٛ ػيٚ زٞ  

، ٝدَغ بؼذٕا  اىخَٞٞذِٝبقيٞلاث  mRNAلٞشحبؾ 

اىشسٞو بسٖ٘ىت باسخخذاً ٍغْاؿٞس ٝ٘ػغ ػيٚ 

زالت الأّب٘  لخشحبؾ اىنشاث اىََغْـت بسالت 

الأّب٘  اىَلاطق ىيَغْاؿٞس سابـت  ٍؼٖا اىشسٞو،  

ٝخٌ ػْذٕا اىخخيض ٍِ اىسائو اىَسٞؾ باىنشاث 
. RNAباقٜ أّ٘اع ػيٚ  اىساٗٛ



انفائق   انتثفيماننووية باستعمال  انحموضتنقية 

  نكهوركثافة مستمر من محهول  مدروجعهى 

 انسيزيوو

 equilibrium اىخ٘اصُ بخسذً اىـشٝقت ٕزٓ حؼشف•

sedimentation  ٞاىخشمٞض ػاىٜ ٍسي٘ه لٖٞا ٝسخؼَو ز ٍِ  

  حخَثو ّ٘ػٞت لٞضٝائٞت بخاطٞت ٝخَخغ اىزٛ (6M) اىسٞضًٝ٘ مي٘س

 continuous ٍسخش مثالت ٍذسٗج حشنٞو ػيٚ بقذسحٔ

density gradient 400000 لائقت بسشػاث حثفٞئ ػْذg. 



 مدروجانفائق عهى  انتثفيماننووية باستعمال  انحموضتنقية 

 انسيزيوو نكهوركثافة مستمر من محهول 

 الأّب٘  لٜ اىسٞضًٝ٘ مي٘س ٍسي٘ه ٍغ اىؼْٞت حَضج•

 اىخثفٞو ػَيٞت أثْاء ٝخشنو ٍؼْٞت، بسشػت ٗحثفو

 بخسشمٖا اىؼْٞت ٍنّ٘اث ٗحْفظو اىنثالت ٍذسٗج

  ٍِ اىَْاسج اىَناُ إىٚ اى٘ط٘ه زخٚ ٗأسفو أػيٚ

  مثالت حساٗٛ اىؼْٞت مثالت لٞٔ ٝظبر اىزٛ اىَذسٗج

  اىـف٘ بنثالت اىنثالت ٕزٓ حؼشف زٞ  اىَذسٗج

Buoyant density ، بؼذ حخسشك أُ ىٖا َٝنِ ٗلا  

 .اىخثفٞو صٍِ ؿاه ٍَٖا رىل



Preparative density-gradient ultracentrifugation 
of DNA 



  بِٞ اىفظو باسخؼَاىٖا َٝنِ ىيغاٝت زساست اىـشٝقت ٕزٓ حؼذ

DAN ٗRNA ٗاىبشٗحْٞاث. 

  أٗ اىَٞخ٘مّ٘ذسٛ DNA ػِ اىْ٘ٗٛ DNA لظو َٝنِ مَا

 .اىبلاسَٞذٛ
  ٍخَاثيِٞ DNA ٍِ خضئِٞٞ بِٞ لظو ب٘ساؿخٖا َٝنِ مَا

 ٗالأخش  heavy isotope اىثقٞو اىْظٞش ٝس٘ٛ أزذَٕا

 .15N ٗ 14N ٍثو اىخفٞف اىْظٞش


