
 PCRمبدأ تقانة 

في الزجاج باستخدام DNAيقوم مبدأ هذه التقانة على تكرار عملية تضاعف 
. نوعية Primers(بادئات)مرئسات 

عبارة عن شفع من قليلات النكليوتيدات ( البادئات)المرئسات 
Oligonucleotidesيارها ويتم اخت،تصنع بشكل كيميائي في المختبر

.`3ي النهاية مع أطراف التسلسل المراد تضخيمه فتتشافعبشكلٍ نوعي بحيث 
DNAمن تستخدم قليلات النكليوتيدات هذه كبادئة لاصطناع سلسلة جديدة

الذي ( Templateأو Matrix)"القالب"أحادي السلسلة DNAاعتباراً من 
. الهدف ثنائي السلسلةDNAينتج عن تسخين 

أو تفاعل اصطناع)الجديد بوساطة تفاعل أنزيمي في الزجاج DNAيصنع 
 القالب وذلك باستخدام أنزيمDNAعلى المتشافعةابتداءً من البادئات ( بلمرة

DNAبوليميراز خاص.



:تطور التقانة

unstable  with heat
.فكرة رائعة لكن غير عملية

.إضافة الأنزيم باستمرار! 
بالحرارةيتخربلأنه 

Developed automatic “thermocycler” programmable heat block

Kary Mullis, the inventor of 
PCR, was awarded the Nobel 
Prize in Chemistry

وحامل جائزة نوبل في PCRمخترع 

الكيمياء

اكتشاف بوليميراز مقاومة للحرارة

تطوير جهاز آلي يعرف بالمدور الحراري يحوي على قالب حراري قابل للبرمجة



Hot water bacteria: Thermus aquaticus Taq DNA polymerase

فيتعيش، Thermopileللحرارةمحبةبكتيريامنابتداء  الأنزيمهذاعزل

التسخينحلةمرأثناءيتخربولفعال  الأنزيمهذايبقىحيثالحارة،الينابيع
حرارةدرجةيتحملأنهأيDNAلـالمزدوجالحلزونتشافعلفكالضرورية

.°م95تقارب



المدور الحراري 

:PCRالمواد اللازمة لتفاعل 

-DNAالقالب.

(.البادئات)شفع من المرئسات -
Taq، من نمط بوليمرازDNAأنزيم -

.المناسبالبفربوليميراز مع 
.dNTPsحرة نكليوتيدات-



:على تتالي دورات من ثلاث مراحلPCRيقوم تفاعل 
فةةةةك التشةةةةافع برفةةةةع درجةةةةة Denaturationالتمسةةةة  DNAشةةةةريطتيالمرحلةةةةة ا ولةةةةى فصةةةةل-

.  (بدل استعمال الهليكاز)الحرارة 
(.  بدل استعمال البريماز)مصنعة جاهزة Annealingالبادئات المرحلة الثانية تشافع -
(.IIIالبوليميرازبوليميراز بدل Taq)الجديد DNAالمرحلة الثالثة اصطناع -

.الهدفDNAفي نهاية كل دورة يتم مضاعفة كمية 

بادئة عكسيةبادئة أمامية



:على تتالي دورات من ثلاث مراحلPCRيقوم تفاعل 
أو التمسخخخخخخخخخخ  فةةةةةةةةةك التشةةةةةةةةةةافع )DNAشةةةةةةةةةةريطتي المرحلةةةةةةةةةة ا ولةةةةةةةةةةى فصةةةةةةةةةةل-

Denaturation)  .
. Annealingالبادئات المرحلة الثانية تشافع -
(.استطالة)الجديد DNAالمرحلة الثالثة اصطناع -

.الهدفDNAفي نهاية كل دورة يتم مضاعفة كمية 

بادئة أمامية
بادئة عكسية



ونحإلىمنهاأجزاء  تضخيمأوتضخيمهاالمرادDNAشدفةتسُخن

شافعةالمتالأسسبينالهيدروجينيةالروابطتحَُطمحيث°م94

.الدرجةهذهعندDNAلـالمزدوجللحلزون

.Denaturationالتمس أوالتشافعفكالعمليةهذهتسمى

°م70و  55بينتتراوححرارةدرجةإلىالجملةتبريدبعدهايتم

عىوتدالمرئساتبطبيعةوثيقةعلاقةعلىهذهالحرارةدرجة)

Tmالمرئساتتتشافعهذهالحرارةدرجةوعند،(المرئسة

Annealingالشريطةأحاديةسلسلةكلمن'3النهاياتمع.

الدرجةهذهعندحيث°م 72الدرجةإلىالحرارةرفعيتمبعدها

فاعلالتإلىإضافتهتمالذيالخاصبوليميرازDNAأنزيميعمل

.DNAمنجديدةشريطةاصطناععلى



فيبكقالدورةكلنهايةفيحديثا  المصنعةالشدفتستخدم•

دورةبعددورةالصطناعتفاعلاتوتتكررالتاليةالدورة

.دورةكلبعدالناتجةالشدفعددمضاعفة  

تكرارتميحيثللبوليميرازالسلسليالتفاعلاسميأتيهناومن•

يلزمنايةعملوبصورة.سلسلةبشكلالآخرتلوواحدا  التفاعلات

فعالبشكلDNAمنماتسلسللتضخيمدورة30حواليتقريبا  

عددهوnحيث2nهوالناتجةالشدفعددنظريا  ويكون

المضخمDNAشدفعددتزايديكونالشكلوبهذاالدورات

.هندسيةلمتواليةوفقا  

منكانفإذادقائق،5منأكثرالواحدةالدورةعادة  تستغرقل•

قدنكونساعاتثلاثحواليفخلالدورة30 بـالقيامالمفترض

.المراتمنملاينعدةDNAمنالهدفالتسلسلضخمنا





فك التشافع أو التمس 

تشافع المرئسات 

الستطالة 



ليرحلان كهربائي تحلي: كيفية قراءة النتائج



عنالكشفهبواسطتنظريا  يمكنإذللغايةحساسا  تفاعلا  PCRيعد•
آثارعنالكشفيمكنكماما،عينةضمنDNAمنواحدجزيء

DNAإلىنسخهابعدالطريقةبنفسبتحليلهاوذلكRNAمن
.العكسيالنس أنزيماتأحدباستخدام

هذهعنالستعاضةأوالستغناءالممكنغيرمنأصبحولقد•
وبعدهاولدةالقبلالجينيةالأمراضمنالكثيرتشخيصفيالتقانة
ياتوالطفيلالأوبئةمختبراتفيدوريبشكلوتستخدمكما

مختلفةالوالطفيليةوالجرثوميةالفيروسيةالأمراضعنللكشف
عنالمبكرالكشففيالدقةعاليةتقانةتعدإذجدا ،عاليةبحساسية

يديةالتقلالمناعيةالطرائقتستطيعأنقبلحتىمراضيةالإ
.تكشفهاأنمستضدضدتفاعلعلىالمعتمدة

ويةهلكشفوذلكالشرعيالطبفيبكثرةحاليا  PCRويستخدم•
اتفحوصوفيالجينية،بصماتهمفحصطريقعنالمجرمين

.%100مضمونةنتيجةتعطيحيثالبنوةتحديد



فكرة عن خطوات العمل

.ينيةالحصول على التسلسل المراد تضخيمه من البنوك الج•



تصميم المرئسات إما يدويا  أو باستخدام أحد البرامج الحاسوبية•

:طيجب أن يتوفر في شفع المرئسات المستخدمة مجموعة من الشرو

تم مريبووة اوودا  موون لعيوو ا لكووي يووالمرئسووتةنلكوو  Tmأن تكووون مةمووة -1

كوون كموا يجوب أن ت. مع التسلسل ال دف في دراوة رورارة وارودةالتشافع

ع مراعاة أن هذه القةمة مرتفعة، فكلما كانت مرتفعة كان التفاعل نوعةا ، م

تبقووه هووذه القةمووة أموول لوو خمى دراووات علووه احموول موون دراووة ال وورارة 

. المستخدمالبولةمةرازالفيله لعمل أنزيم 
. دراة أفيل النتائج68و  55المتراورة لةن Tmعادة ما تعطي مةم 

نفسو ا لتشوكل لأن تنثني علهنكلةوتةدات ايجب أن لا يسمح ل ا تسلسل -2

تتشوافع، وأن لا يسومح ل وا لوأن DNAموع مالوب للتشوافعلنةة ثانوية معةقوة 

. لعي ا مع لعض

موون المفيوول أن يكووون م تواهووا موون احًووى متوازنووا  وأن لا تتجوواوز-3

.  %60فة اGCأي والغوانةنالستوزيننكلةوتةدينسبة 



hairpin loops
عروة الدلوس 

primer dimers

:المرئسة يدويا  Tmحساب قيمة 

Tm ≈ 4(G-C) + 2(A-T)

فتنثني علهself-annealingمع ذات ا تتشافع

مع مالب افعللتشنفس ا لتشكل لنةة ثانوية معةقة 

DNA .

primer dimersمع لعي ا، وتشكةل لثنائي مسةم تتشافع



ةة التي يتوافر رالةا  عله الانترنت مجموعة من لرامج المعلومات

Primer3تستخدم لس ولة لتصمةم المرئسات المثله مثال 



TYPES OF POLYMERASE CHAIN REACTION

• Multiplex PCR 
ين من العادي يستعمل شفع واحد من البادئات لتضخيم تسلسل معPCRفي •

DNA أشفاع، في حين يستعمل عدةmultiple pairsof primers لتضخيم

.Multiplex PCRفي simultaneouslyعدة تسلسلات بنفس الوقت 

.DNAواحد أو في عدد من DNAهذه التسلسلات قد تكون موجودة في •

 ampliconأهم شروط هذا التفاعل إعطاء شدف مضخمة مختلفة بطولها •
sizes مختلفة على هلامة الرحلان كعصائبكفاية حتى يمكن تميزها

.الكهربائي

 Pathogensالكشف عن العديد من العوامل الممرضة : من أهم تطبيقاتها•
Identification وتحليل الطفرات ،Mutation Analysis.



Pathogen Identification
ت ديد هوية العديد من العوامل الممرضة لتفاعل وارد

توفةر الومت والج د



Mutation Analysis
الكشف عن العديد من الطفرات في تفاعل واحد



الكشف عن الهوية الجينية وتحديد البنوة

تعرف يعتمد هذا الختبار على تضخيم مواقع محددة من الجينوم البشري•
أو ما يعرف أيضا  Microsatelliteالصغيرة بالسواتلهذه المواقع 

STR, Short tandem repeat وهي عبارة على تسلسلات تكرارية

.ترادفية

، يتألف يوجد الآلف من هذه التسلسلات التكرارية في الجينوم البشري•

متكررة ترادفيا  نكليوتيدات10-1كل منها من وحدة تكرارية مؤلفة من 

.مرة20عدد من المرات يصل إلى ( خلف بعضها البعض)

.يختلف طول التسلسل التكراري بحسب عدد التكرارات•

.البشرييختلف عدد التكرارات في الموقع الواحد بشدة بين أفراد النوع•
سلسل على أطراف التتتشافعوباستعمال بادئة PCRيمكن بوساطة تفاعل •

.من الكشف عن طول التسلسل( تحصر التسلسل)المدروس 





هوية موقعا  من بين الآلف المتوفرة لتحديد ال16عالميا  تم تحديد •

.  الجينية أو البصمة الوراثية لأفراد النوع البشري

على سطح الكرة 16ل يوجد شخصين يملكان نفس أطوال المواقع •

.الأرضية إل التوائم الحقيقية

عتمد هذا الختبار، يعد حاليا  أهم اختبارات الطب الشرعي التي ي•

لتي البيولوجية االأثارعليها لتحديد هوية المجرمين، من بقايا 

.يتركونها في مكان الجريمة

وترسم PCRبوساطة 16منها وتضخم المواقع DNAيستخلص •

.بعد عملية الرحلان الكهربائيبهبصمة جينية للمشتبه 



تحديد الهوية الجينية للمجرم: الاستعمالات في الطب الشرعي



(  نصنوي)يملك كل شخص أليلين 

من كل موقع، هذين الموقعين 

ن سينتقلان ذريته بحسب قواني

رد ، وبالتالي أي فالمندليةالوراثة 

بوي الأالأليلسيملك لموقع معين إما 

.الأموميأو 

بار وعليه يمكن تحديد البنوة باخت
.  الوراثيةالبصة



DNA fingerprinting can be used to identify a child’s parents. 

a family consists of a mom and dad, two daughters and two sons. The 
parents have one daughter and one son together, one daughter is from 
the mother’s previous marriage, and one son is adopted



أو على الأقل جزء )معروف التسلسل mRNAتستعمل لتضخيم •

(.من التسلسل

.ثنائي الشريطةDNAبدل mRNAالبدء مع •

أحادي الشريطةcDNAإلى mRNAتحويل : الخطوة الأولى•

• RNA →cDNA  with reverse Transcriptase and 
reverse primer.

المفردة  استعمال البادئة الأمامية لتحويل الشريطة: الخطوة الثانية•
cDNA إلى شريطة مضاعفة.

.تقليديPCRالناتج يستخدم كـ قالب في تفاعل •

Reverse Transcriptase PCR  RT-PCR



Reverse Transcriptase PCR  RT-PCR

Forward primer

Denature; anneal forward primer

5’ 3’

Reverse primer
Reverse Transcriptase

DNA Polymerase

PCR with same 2 primers

mRNA

cDNA

cDNA double-strand Matrix for Taq polymerase



DNA Sequencing سلسلةDNA

DNAنممعينتسلسلتكونالتيالآزوتيةالأسستتاليمعرفةهي

Sanger sequencing methodتستخدم عادة طريقة سنجر للسلسلة 

منهيةجينالأوكسمنزوعةثنائيةنكليوتيداتاستخدامعلىالسلسلةمبدأيتعمد

DNAأنزيميضيفهاchain-terminating dideoxynucleotidesللسلسلة

إلىin vitro DNA replicationالزجاجفيDNAتضاعفأثناءبوليميراز

.عشوائيبشكلالناميةالسلسلة

.السلسلة(اصطناع)نمويتوقفddNTPمنهينكليوتيدإضافةيتمعندما



The dideoxy method for sequencing DNA : 

ناع إلى إجراء أربع تفاعلات اصطيعمد
DNA ،في الزجاج بشكل منفصل

دات يوضع في كل تفاعل النكليوتي

الأربع منزوعة الأوكسجين وكمية 

نائي معينة مدروسة بدقة من نكليوتيد ث

.منزوع الأوكسجين

ه يتوقف اصطناع السلسلة عند ضم

.عشوائيا  

ي بعد الرحلان الكهربائي سنحصل ف

كليوتيدبالنكل تفاعل على شدفة منتهية 
.قعهثنائي منزوع الأكسجين في كل موا





A    C      G    T



DNA sequencer : Genome Analyzer 

Automatic sequencing machine

السلسلة الآلةة 



السلسلة الآلةة 

:إلىالآليةالسلسلةتفاعللإنجازنحتاج•

DNA،حرةنكليوتيداتبادئة،بوليميراز،أنزيمdNTPs،نكليوتيدات

كل(fluorescent dyes)فلورةبصباغموسومةddNTPsمنهية

.معينفلورةبصباغنكليوتيد

إضافتهايتمبحيثبدقةمحسوبةبتراكيزالمنهيةالنكليوتيداتهذهتضاف
.إضافتهاعدبالسلسلةنمويتوقف.البناءتفاعلأثناءعشوائيبشكل



2008/2009

الرودامين/ الفلورسين

CY3 / CY5

Alexa 488/ 568/ 645

طول ضوئيبشعاع استثارتهاترى هذه الجزيئات مضيئة إذا تمت 

.بهاالخاصة( ، استثارةالتهيج)موجة المتصاص موجته تعادل طول
.اللون الذي تتألق به هو لون طول موجة الإصدار

+



عةالأربالنكليوتيداتأنبما•

الأوكسجينمنزوعةثنائية

يمكنمختلفةبألوانموسومة

الإصطناعتفاعلاتانجاز

.الأنبوبنفسضمنالأربعة

طخفيالمنتجاتفصليمكن•

.الهلامةمن(واحدةبئر)واحد

.شعريرحلانعموديستعمل•

تثارةلسليزرالعمودأسفلفي•

ابةعصكلفيالمفلورالصباغ

(حساس)Detectorوكاشف

.الفلورةللون

لوناللقراءةمبرمجكومبيوتر•

افقالموالنكليوتيدإلىوتحول



Electropherogram

Electrophoretogram
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