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Nucleic acid hybridization assays 
 الوقاٗساث الوعتوذة علٔ تِج٘ي الأحواض الٌّْٗت 

 انًشؿوس انغهشوٌ شزَؽخٍ حُفصم الاَخظبػ وأرُبء DNA حعبعف أرُبء

 حعىؿ عُذ reversibly عكىص وبشكم transiently يؤقج بشكم

 .انبُىنىصُت انغبؿرت اَخهبء بعـ صـَـ يٍ  يعبً وحزحبؽبٌ

DNA replication  transcription 

هي  in vivoفٖ الْسط الحٖ  DNAتوكي ُزٍ السواث التٖ ٗتوتع بِا 

ّرلك بفصل  in vitroفٖ الزجاج  manipulationالتعاهل هعَ 

 هي جذٗذ  تشافعِواالششٗط٘ي بشكل صٌعٖ ّإعادة 



separation of DNA strands 
The molecule “melts.” 

فخُصهز   DNAَُفصم شزَؽٍ 

 انضشَئبث

Denaturation or “melting” التوسخ أّ الاًصِاس 

The hydrogen bonds can be broken 

  تحطن الشّابط الِ٘ذسّجٌ٘٘ت



“Renaturation” or “annealing” إعادة التشافع    

When heated solutions of denatured DNA are slowly cooled, single strands often 
meet their complementary strands and form a new double helix.  

ًَظَؼ DNAعُـيب حُبَزَؿ انًغبنُم انظبؽُت انغبوَت عهً  ، ببػء، كم شزَػ يفزؿ يُ

 .  يع انشزَػ انًخًى، نُعىؿ وَخشكم عهشوٌ يشؿوس يٍ صـَـ وَخشبفعَعىؿ 

The hydrogen bonds can be reformed 

  إعادة تشكل الشّابط الِ٘ذسّجٌ٘٘ت 



This strand separation of DNA changes its absorption 
of ultraviolet (UV) light in the 260 nm range 

سَبؿة فٍ الايخصبصُت يع ارحفبع ؿرصت انغزارة  

انخـرَضٍ، يٍ انًًكٍ الاطخفبؿة يٍ  انخًظؼأٌ يع 

هذِ انؾبصُت نزطى يُغٍُ عزكُت حًظؼ صشٌء 
 .رُبئٍ انشزَػ DNAيٍ 

يُغٍُ انخفكك طٍُُ يع َقؽت اَعؽبف حكىٌ عُـهب 
 رُبئُت انشزَؽت وَصفهب أعبؿَت DNAَصف كًُت 

 بذسجت حشاسة الاًصِاسحعزف عُـهب هذِ انُقؽت 



This strand separation of DNA changes its absorption 
of ultraviolet (UV) light in the 260 nm range 

سَبؿة فٍ الايخصبصُت يع ارحفبع ؿرصت انغزارة أٌ يع •

انخـرَضٍ، يٍ انًًكٍ الاطخفبؿة يٍ هذِ انؾبصُت نزطى  انخًظؼ

 .رُبئٍ انشزَػ DNAيُغٍُ عزكُت حًظؼ صشٌء يٍ 

يُغٍُ انخفكك طٍُُ يع َقؽت اَعؽبف حكىٌ عُـهب َصف كًُت  •

DNA رُبئُت انشزَؽت وَصفهب أعبؿَت 

 بذسجت حشاسة الاًصِاسحعزف عُـهب هذِ انُقؽت •



The temperature at which half the bases in a 
double-stranded DNA sample have 
denatured is denoted the melting 

temperature (Tm) 
 

تذعٔ دسجت الحشاسة التٖ تْجذ عٌذُا ًصف كو٘ت  

بشكل ثٌائٖ الششٗطت بذسجت حشاسة   DNAعٌ٘ت 

 .الاًصِاس

 .ُّٖ دسجت حشاسة حشجت جذاً



  ؿرصت فىق انغزارة ؿرصت فٍ قهُهت سَبؿة أٌ طخؤؿٌ•
 عٍ نهشزَؽٍُ حبو اَفصبل إنً (Tm) الاَصهبر عزارة

 انبعط بععهًب

 

 انكبيم انؽىل عهً كبُزة بظزعت الاَصهبر وَغـد•
   .DNA نضشٌء



Double strand 

simple strand 

Denaturation 
melting 

Renaturation 
annealing 
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 :بطشق أخشٓ هثل DNAبالإضافت للحشاسة ٗوكي توسخ 

 (.الأوطبغ انقهىَت) pHرفع ؿرصت •

 .Formamideيزم  organic solventsاطخعًبل انًغلاث انععىَت •



 :Tm انعىايم انًؤرزة عهً  

 .وانعلاقت بُُهًب ؼزؿَت G/Cيغخىي انضشٌء يٍ •



 :Tm انعىايم انًؤرزة عهً  

 :DNAأرز انىطػ انًغم نـ•

اَؾفبض انقىة الأَىَُت  )اَؾفبض حزكُشهب : الأيلاط-

 .Tmاَؾفبض ←(نهـارئت

انًهغُت انعبنُت   انخزاكُشانًىصبت أعبؿَت انخكبفؤ فٍ  نهشىارؿنُض 

1M   ًفًب فىق أٌ أرز يهًىص عهTm. 

أيُـ، عُذ َؾفط هذا انًزكب   انفىروانًغلاث انععىَت ؽبصت -

بغىانٍ   Tmفىرو أيُـ َؾفط % 50يغهىل َغىٌ . Tmبشـة 

 .و30ْ



Nucleic acid hybridization assays 

DNA ٗتِجٌاأى لِوا ّالوتتام هي هصذسٗي هختلف٘ي ٗوكي ( أحادٕ الششٗطت) الووسخ 

 ششٗط٘ي هي هصذسٗي هختلف٘ي بتشافعتشك٘ل لجزٕء ثٌائٖ الششٗطت : التِج٘ي



 2 conditions necessary & sufficient : 
  انشزؼٍُ انعزورٍَُ وانكبفٍُُ نغـود انخهضٍُ

- base-pair Complimentary   انًخشبفعتالأطض  حخبيُت 
- Antiparallel strands  انخىاسٌ حعبؿَت  

Hybridization التِج٘ي 

Possibilities: 

1. DNA-DNA 

2. DNA-RNA 

3. RNA-RNA 

انًخخبيت نشزَؽخٍُ يفزؿحٍُ يٍ   base pairingحشبفع الأطض 

   two different sourcesيصـرٍَ يؾخهفٍُ 



  Stringencyهفِْم الصشاهت 

 .أرز حزكُش انشىارؿ انًهغُت وؿرصت انغزارة عهً اطخقزار انهضٍُ

 شزوغ صزايت يزحفعت  شزوغ صزايت يُؾفعت 

ًَكٍ نهخهضٍُ أٌ 

َغـد عخً فٍ  

  انخشبفععبل عـو 

 .انخبو

لا َغـد انخهضٍُ  

 انخشبفعإلا عُـ 

 .انخبو



 .الولح٘ت ّدسجت الحشاسة علٔ استقشاس الِج٘ي الشْاسدأثش تشك٘ز 

انخزكُش )يُؾفعبً انًىصبت  انشىارؿكهًب كبٌ يغخىي انـارئت يٍ 

 .يُؾفعبًكهًب كبٌ اطخقزار انهضٍُ ( يُؾفط

 .يُؾفعبَكهًب كبٌ اطخقزار انهضٍُ  يزحفعتكهًب كبَج ؿرصت انغزارة 

ؿرصت + ؿارئت يزحفعت انقىة الأَىَُت  :شزوغ انصزايت انًُؾفعت

 .عزارة يُؾفعت

ؿرصت + ؿارئت يُؾفعت انقىة الأَىَُت : شزوغ انصزايت انًزحفعت

 .عزارة يزحفعت

 حهضٍُ عبنٍ انُىعُت أو يُؾفط انُىعُت؟



 .باعتواد علٔ هبذأ تِج٘ي الحوْض الٌّْٗت DNAٗوكي كشف تسلسل هحذد هي 

 هي هْسْم probe هسابش بْساطت الأخشٓ التسلسلاث هلاٗي ب٘ي كشفَ ٗوكي هع٘ي تسلسل

DNA ّأ RNA ّالٌكلْ٘ت٘ذ قل٘لاث هي أ Oligonucleotides. 

Hybridization 

Revelation 



باعتواد علٔ هبذأ تِج٘ي الحوْض  DNAٗوكي كشف تسلسل هحذد هي 

 .الٌّْٗت

 هسابش بْساطت الأخشٓ التسلسلاث هلاٗي ب٘ي كشفَ ٗوكي هع٘ي تسلسل

probe هي هْسْم DNA ّأ RNA ّالٌكلْ٘ت٘ذ قل٘لاث هي أ  

Oligonucleotides. 
وْ يًب 95بزفع ؿرصت عزارحهب إنً انـرصت  DNAحًظؼ عُُت يٍ 

 .Matrixَُخش عُهب صشَئبث أعبؿَت انشزَؽت حـعً يبحزكض 

وحؾفط ؿرصت انغزارة  labeled probeَعبف يظببر يىطىو 

  ببنخشبفع نهًظببر، يًب َظًظ نهًظببرإنً ؿرصت الاَصهبر انًُبطبت 
pairing  ٍيع انشزائػ انًخًًت يDNA   ٍُوهذا يب َعزف ببنخهض

 .انًبحزكضوانخظهظم انًخخبو يٍ  انًظببربٍُ 

انكشف عٍ انىطى َظًظ بخغـَـ وصىؿ انضشَئبث رُبئُت انشزَؽت 
double-stranded molecules  . 


