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بذوووأ  أيليووو ع ايووووتجا   ( DNAإن التصوووػر مووو  لجووولو التاشػلػيةووول الحةػموووى االوووح  ع وووػض اموووو  الت للووو  لووو  الحسوووس الشوووػا   
( بذوأ  ةبةوخع ماولن كشولة اوجة DNAال مسلء لمبحث اغ شخم ى أا ت شةى لسلثمى ت وػض امو  لزولاكى ةسةوى الحسوس الشوػا    ذلظ 

ع الاوغ كوحا الصخم وى لوع تاوغ ذات يوجا  Growth factorsلحلالات لتشذوة  الخمةوى امو  الاا دولض السدوتسخ ب عولمى اػالو  الشسوػ 
مالات كحا الت لاى بػابوى  لاثةوخ  PCR  بشذخ اختخااه لت لاى  9>=5م  الض   Kerry Mullisلأيبلب ةثةخة. إل  أن تػص  ال للع 

التصػرات الستدلراى م  لجلو التاشػلػيةل الحةػمى. لغ أكع الأيبلب الت  يلاجت كحا الت لاى ام  الااتذلر اجض ااتسلدكل ام   لغ
(ع أ  أاهل شخم ى لشدخ الحسس الشػا  م  السختبخ لوحلظ مهو  DNAالشطلض الحةػ   أ  الخمةى( ا التحأع بأسةى الحسس الشػا   

لاوو   ا لزوولاكى إاتليهوول  ب ووج ايتخهصووهل لووغ خهعوول أا يووػا   الجدووعلحووجدة لووغ الحسووس الشووػا  لايتشدوولخ عص ووى ت لاووى وةػمووى 
 يتدش  إيخاء الاختبلرات ا الكحػصلت الإعلمةى امةهل.

 البممرة المتسمسل(   تفاعل PCR( Polymerase Chain Reaction )(تقانة   

 يخم ىع ايهمىع اودليى اأاتػللتةأةى ا ك  تحتلج إل  تػامخ لػاد ل ةشى لا  عحجث التكلا :  اىلكحا الت  جت 

أيلس آزات ( علدرة ام  الارتبول  لو   (Oligonucleotides 30 –18 اك  ابلرة اغ اةأمةػتةجات عرةخة Primersالبلد لت 1 -
%( ا عجو  4:-84 لوغ G ا الدوةتػزمغC بووللوػااةغ  ةوىغش البلد ولت الأيوذ الأزاتةوى لمحسوس الشوػا  السوخاد تزوخةسه ا تاوػن 

 مبلد لت.السه سى لحخارة الودلب دريى 
 Deoxynuleoside (dATP,dCTP,dGTP,dTTP)ةسةلت اامخة لغ الشةػةمةػزمجات ثهثةى الكػيكلت لش ػصى الأاةدوجةغ -2

triphosphates (dNTPs)  
السدووتخمز لووغ بأتةخموول  Taq Polymeraseلاض لمحووخارة السختك ووىع اأكسهوولاكووػ ل وو Polymeraseأاوودمع التاثةووب البووػلةسةخاز  - 3

(. ع وج كوحا الإاودمع لدو الا  اوغ  F 674ض  ˚ 554م  دريى وخارة أام  لغ   Thermus aquaticusالةشلبة  الحلرة لةلا ت ةر م 
 . Chain ReactionPolymeraseتزلاب  الحسس الخمب  الشػا  لش ػص الأاةدجةغ ا كػ يدء لغ ايع  الصخم ى 

 Buffers.لحللة  ااعةه  -4

 لأادمع البػلةسخاز. Co-factorالت  ت ج الل  لتسع  Mg+2شػارد لشليبىع أكسهل شلردة السوشةدمػض  -5

ا   Thermocycle يوتع تزووخةع عص ووى لووغ  الحسووس الخمبو  الشووػا  لش ووػص الأاةدووجةغ بليووتخجاض يهولز التووجامخ الحووخار  ا لوو 
وخارة التكلا  بذأ  دعةق ا لتتلل  ام ػض كحا الجهلز بتوةوخ دريوى الحوخارة بذوأ  يوخم ع  ن توةوخ دريوى الحوخارة  لمتحأع بجريى ذلظ

لغ  PCRدارة ا تتاػن ة  دارة  84-69يتع الشزخةع ب جد لغ الجارات يتخااح بةغ  كػ الأيلس الح  ت ػض امةه ماخة كحا الت لاى.
 ثهث لخاو  ةل ت : 

I- Denaturation : الحسس الخمب  الشػا  لش ػص الأاةدجةغ لجد ء الحخار   التحصةع أا التكاةظلخومى   : 

ضع وةث تتػعب ◦ 8=اتةجى تحصع الخااب  الهةجرايةشةى. اتتع كحا السخومى اشج دريى وخارة  ds-DNAأ  مر  الدمدمى السددايى 
 يسة  التكلاهت الأادمسةى. 

II- Primers Annealingلد لت  ارتبل  البلد ء ب ص ى الحسس الشػا (:: لخومى تذك  الب 
ضع  ا ذلوظ تب ول  لصوػو البولدت ا تخةةبوه لوغ الأيوذ ا زاتةوى(. وةوث يمتروق البولدت º 9:-79يتع ذلظ بتخكةس دريى الحوخارة إلو  

ب كسولو الدمدومى الستسسوى الزولاكى  ام   الحسس الخمب  الشػا  لش ػص الأاةدوجةغ مو  السأولن السشليو ع ام وػض أاودمع البوػلةسةخاز
 يمدمى  الحسس الخمب  الشػا  لش ػص الأاةدجةغ.

 الس لدلى الت  تحد  دريى الحخارة الهزلى لارتبل  البلدت ب ص ى الحسس الشػا :

4×2+(C+G) ×(A+T) 
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III- Extensionػص الأاةدجةغ الأصمةى: : لخومى إالدة تخةة  الدمدمى الججيجة السأسمى ل ص ى  الحسس الخمب  الشػا  لش  

ابسدولاجة أاودمع البوػلةسةخازع لوغ خوهو رمو   TTP   ع GTP ع CTP ع ATPا ذلوظ بليوتخجاض اةأمةػتةوجات لكوخدة ثهثةوى الكػيوكلت
 .ºض 9;-4;دريى الحخارة إل  

الشوػا  لش وػص الأاةدوجةغ  تدسح كحا الت لاى بللحرػو امو  لهيوةغ لوغ الشدوخ السزولاكى لوغ عص وى ااووجة لوغ  الحسوس الخمبو 
 ع لغ خهو ايتخجاض دارات وخارمى لت جدة.exponentiallyاالت  تتزلاب أيةل  

إن الحدليةى ال للةى الت  تبوجيهل كوحا الت شةوى تج مهول اخعوى لإاصولء اتول ي إعجلبةوى ةلذبوى بدوب  أ  تموػث خولري  السشذو  الوغ أكوع 
التمػث لغ اةشى أخوخ . لوحا ع وج التموػث ال  بوى الػوةوجة السهسوى التو  تػايوه ايوتخجاض لرلدر كحا التمػث: لشتجلت تزخةع يلب ى أا 

 كحا الت شةى لولعلت تذخةرةى ا عسأغ تجش  التمػث بللااتبلا الجةج لتكلصة  ال س  السخبخ .

zz 

 
 PCRـتفاعل البمرة المتسمسل المراحل المختمفة ل

 
 

فــو مةوــة ا زــا        PCR تفاعــل البمــرة المتسمســلالتــو مــخم   ل قطــ   الضمــر الرابــو النــص ا ونقــص  ا   ســ   
 بر وصف نصل الز قاء.وصمضة و  خةل صبغة 

 PCRتفاعل البلمرة المتسلسل  

 مرحلة التحطيم الحراري

 مرحلة ارتباط البادىء

 الةمرحلة الاستط
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 : PCR  تفاعل البمرة المتسمسل تطب قات تقانة

 ( خلصى  ا الػراثى اللى  الشهل: DNAتصبة لت ةثةخة م  لجلو أبحلث الحسس الشػا    PCR المتسمسل تفاعل البمرة لت لاى

خوولص لمصكووخة لتزووخةع السووػرث الخوولص بهوول الشووه ا ووػض بس خمووى  بوولد ء الاذووب اووغ الصكووخات الػراثةووى: اذلووظ اووغ شخمووق اعوو  -
 (.alleleالسخض إذا ةلن ام  زاي  الربوةلت أا ام  إوجاكسل  

الحسوس الخمبو   Recombinantلمحسوس الشوػا    كوػ ال شروخ الأكوع مو  اسمةوى الاتحولدات الججيوجةا البرسى الػراثةوى:  جيجتح -
بتزوووووووخةع السوووووووػرث السوووووووخاد إدخللوووووووه امووووووو  البهيوووووووسةج أا الحسوووووووس الشوووووووػا   PCRالشوووووووػا  لش وووووووػص الأاةدوووووووجةغ( وةوووووووث ع وووووووػض  

 DNA)  .السزةب 

 (.DNA   Sequencerشػا   الحسس ال  تحجيج تتلب  الشةأمةػتةجات م  -

 (. DNAل خمى شػو الحسس الشػا    -

 (. cDNAالحرػو ام  الحسس الشػا  السأس    -

 تحجيج السػرث السصمػب لغ خمة  لغ السػرثلت. -

 ( .Human genome projectدار م لو م  لذخاع الخلرشى الػراثةى البذخمى   -

موو  لجوولو الصوو  الذووخا   اختبوولر الألػلووىع وووللات الاغتروولبع تحجيووج الهػمووى ... الووخ (. اغةخكوول لووغ التصبة وولت السخبخمووى  ا -
 االبحثةى. 

 (:PCR-RT ت لاى  Tag polymeraseالشدخ ال أد  الستخامق ل  التزخةع بػايصى 
هوول موو  السجووللات السهسووى لس طووع الجرايوولت البةػلػيةووى ا تحمةمة RNAتسأووغ كووحا الت لاووى لووغ التحجيووج الووجعةق لماسةوولت ال مةمووى لووغ  

 البلوث الدخاى م  ال س  ا الشػاةوى ا الجعوى مو  الشتول ي. ا بسول أن   RNAالخلصى بو   PCRالجدمئةى. ع ص  التاةب ل  شخق 

RNA  لا عرمح أن عأػن عللبل  م PCR   السوتسع  ةدوجةغإلو   الحسوس الخمبو  الشوػا  لش وػص الأا ملن ذلظ عدتجا  إلو  تحػمموه
 . PCR ا الح  عأػن له سل  لتكلاهت 

ذات أكسةى م  تحجيج الت بةوخ السوػرث  ا تذوخةز اػالو  ال وجا  ا تذوخةز الألوخاض الػراثةوى. ا لا بوج  RT-PCRا ت ج ت لاى  
 لغ تػامخ لػاد ل ةشى لا  عحجث التكلا : 

 ا التو  تدولكع مو  بشولء  RNA-dependent polymerases: ا تسثو  (Reverse transcriptase  ادمسولت الشدوخ ال أدو أ

 . cDNA الستسع الحسس الخمب  الشػا  لش ػص الأاةدجةغ
أيوولس أزاتوو ( موو  الشدووخ ال أدوو  الووح  ع تزوو  تخةةوو   الدمدوومى الججيووجة  >5-56 لت ووجد  Oligo-dTالبلد وولت: عدووتخجض البوولدت 

cDNA  ابتجاء  لغmRNA   ذا ذي  لت جد الأداةA (Poly A)  . 
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 RT-PCRوراحل  

 

 

  Gel electrophoresisالرحةن الكهربائو الهةوو 

ت ج ت شةوى الوخوهن الاهخبول   لوغ الس ػلولت الأيليوةى لمهشجيوى الػراثةوىع ا التو  بػايوصتهل يوتع تروػر عصو  الحسوس الشوػا  لبلشوخةع 
 لت لدلىع pHم  دريى Polyanionic ت تسج كحا الصخم ى ام  شبة ى الحسػض الشػامى الت  تسث  لخةبلت لت جدة الذحشى الدللبى 

ت يوللبى لت وجدة لوغ خوهو السجسػاولت الكػيوكلتةى ثشل ةوى الايوتخ لدهيو  الحسوس الشوػا . ا ع شو  تحسو  الأوسولض الشػاموى شوحشل
تدت سهن بذأ  ااي  ا  gelذلظ كجخة الجدمئلت احػ ال ص  السػي  اشج اع هل م  لجلو ةهخبل  . يػيج اػالن لغ الههللت 

 .Polyacrylamideا لت جد الأكخمهلليج  Agaroseكسل: الأغلراز 

 .لشضنة السالبة الضمر الرابو النص ا ونقص  ا   س    لصجصد  ورة الفصسفاتا



 الجلسة الثالثة
 

 5 الصفحة التقانات الحيوية

 
 الرحةن الكهربائو الضمر الرابو النص ا ونقص  ا   س    نضص القطب المصجب. 

 
السشليو ع ا ت تسوج يوخاى الهجوخة امو : الجهوج السختموب بوةغ  تسخ الجد ةلت ابخ و   ةهخبل   لتشػع الجهج ا تهليخ إل  الالاتوخاد

ال صبووةغع شووحشى الحسووػض الشػامووىع السدوولمى بووةغ الالاتووخاديغع ا لدايووى السحللةوو   تخةةوود الههلووى ا وجووع الث ووػب(. مبووحلظ تهووليخ 
 دمئ  السختك (.ال ص  الروةخة  ذات الػزن الجدمئ  السشخكس( بدخاى أكبخ لغ كجخة ال ص  الابةخة  ذات الػزن الج

 جزاء ا زا    :
 Agarobiose( ا لخة  لغ تاخار اوجة KDa 56444الأغلراز ابلرة اغ لت جد الدألرمج الخص   ازاه الجدمئ  وػال  يد ء 

يتسةووود  كسووول. Seaweedا لدوووتخمز لوووغ الصحمووو  البحوووخ   أغووولربةػز الوووح  بوووجارا يتاوووػن لوووغ تدمدووو  لمدوووأخ البدوووة  الووووللاكتػز
 (. 4;=5ب اه للدة كذى ع ةكى ا تتادخ بدهػلى  بللتدخةغ  شػرت م  الض  الأغلراز أعزل  

 
 بن ة جزائ ة ا زا   .

% ا تدوتخجض لكرو  ال صو  0,7. تاػن السدلللت م  الههلى ةبةخة م  ولو التخةةد 2ا % 0,7يتخااح تخةةد كهلى الأغلراز بةغ
ا  %2(ع مو  ووةغ تاوػن السدولللت صووةخة مو  وولو التخةةود Kb 54-9الابةخة لغ  الحسس الخمب  الشػا  لش وػص الأاةدوجةغ  

(. عسأغ م  ب وس الحوللات ايوتخجاض Kb 1-0.2تدتخجض لكر  ال ص  الروةخة لغ  الحسس الخمب  الشػا  لش ػص الأاةدجةغ   
 تخاكةد أام  لغ ذلظ. 

جووى اووغ ايووتخجاض أادمسوولت ال صوو ع تحجيووج تدووتخجض كهلووى الأغوولراز لإضهوولر عصوو   الحسووس الخمبوو  الشووػا  لش ووػص الأاةدووجةغ الشلت
ا تحجيووج  RNAا  أا ولاة  الحسوس الخمبوو  الشوػا  لش وػص الأاةدووجةغع مرو  عصو   الحسووس الخمبو  الشوػا  لش ووػص الأاةدوجةغ 

 أشػالهل. 
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 تر  ز مةوة ا زا   

 :  Polyacrylamide كهلى الأكخمهلليج
ا تدوتخجض كوحا الههلوى مو  مرو  يدمئولت  1959اولض Raymond and Weintuab اصكت كهلى لت وجد الأكخمهلليوج لوغ عبو  

ا عأووػن ذلووظ لهسوول  موو  اوودو ال صوو  التوو  تختمووب موو   صوووةخة لووغ الحسووس الشووػا   الحسووس الخمبوو  الشووػا  لش ووػص الأاةدووجةغ 
حووودض ل لراوووى بههلوووى الصووػو ب يووولس أزاتووو  ااووووج م ووو ع ا ذلووظ لان وجوووع لدووولللتهل أصووووخ ا كووو  أكثوووخ لخااووى ا تحوووجد بػعوووػح ال

 الأغلراز. 

 
 

 بن ة ا كراةوايد.
 9ع ا كوو  تدووسح بكروو  يدمئوولت البووخاتةغ التوو  تتووخااح أازااهوول الجدمئةووى لووغ %30-3يتووخااح تخةةوود كهلووى لت ووجد الأكخمهلليووج بووةغ 

تدوتخجض ةسول مو  الاحوػو لوجة شػمموى.  لوع أا أعو ( ةسول عسأوغ وكو  كوحا الههلوى 9تاوػن الههلوى رعة وى يوجا    ا  KDa  6444إل 
 . كهلى لت جد الأكخمهلليج  لكر  يد ةلت البخاتةغ ا لت جد الببتةج ا لتحجيج تتلب   الحسس الخمب  الشػا  لش ػص الأاةدجةغ

 
 الرحةن الكهربائو باستخدام مةوة ا كراةوايد.

عدووتسخ الووخوهن الاهخبوول   وتوو  اصووػو الرووبوى السخ ةووى السدووتخجلى  صووبوى بخالػمةشووػو( إلوو  اهلعووى الههلووى  دلةوو  اهلعووى الووخوهن 
 الاهخبل  (.

 .Xylene cyanolكسل عسأغ م  ب س الأوةلن ايتخجاض صبوى 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Acrylamide-2D-skeletal.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Acrylamide-2D-skeletal.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Acrylamide-2D-skeletal.png
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الت  تتخم  بةغ الأيذ الأزاتةى لموو الحسوس  ع عسأغ رؤمى الحللس الشػا  الستػع  ام  الههلى ب علمى صبوى الأثةجيػض بخالليج
الخمبوو  الشووػا  لش ووػص الأاةدووجةغ ا تتكلاوو  ل هوول مةطهووخ  الحسووس الخمبوو  الشووػا  لش ووػص الأاةدووجةغ اشج ووح ذا الووةس اكوولج 

ا ع  (kb ladder 1 ع ا لا بج لغ إعلمى ل شوخ ع بوخ اوغ الصوػو الجدمئو  (UV)مةده  ت ةشهل اترػمخكل بللأش ى مػق البشكدجةى
ذات أشووػاو ل خامووى ا عدووتخجض كووحا  الحسووس الخمبوو  الشووػا  لش ووػص الأاةدووجةغكووػ ابوولرة اووغ لحمووػو تجوولر  يتوو لب لووغ عصوو   

 الس شخ لمس لراى.

 صبغة ا ث ديصم بر وايد                                                    استخدام صبغة بر وصف نصل الز قاء
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