
 انخقاَاث الاحٍائٍت –انًرحهت انثانثت 

  Transformation َقم اندٍٍ انى اندٍُىو

 ٕ٘بن ؽشق ػذ٠ذح ٌٕمً اٌغ١ٓ اٌّؼضٚي ٚادخبٌٙب فٟ ع١َٕٛ اٌىبئٓ اٌّشغٛة ٕ٘ذعزٗ ٔٛعض٘ب فٟ اٌزبٌٟ :

 Agrobacterium tumefaciens انُقم بىاسطت بكخٍرٌا -ا

لذسح   ٔظبَ ٌٕٙذعخ إٌجبربد ٚساص١ب ٚ٘ٛ الاٚعغ اعزخذاِب ٘ٛ ٔمً اٌغ١ٓ اٌّشغٛة اٌٝ إٌجبد ثبعزخذاَاٚي 

اٌٝ خلا٠ب إٌجبد ٚرمَٛ اٌجىز١ش٠ب ثٕمً  DNA اٌّّشػخ فٟ ٔمً عضء ِٓ Agrobacterium tumefaciens اٌجىز١ش٠ب

لأذِبط ثىشِٚٛعِٛبد إٌجبد ثب Transferred DNA(tDNA) ٌذ٠ٙب )اٚ اٌخبص ثٙب( رغّٝ DNA عضء ِٓ

اٌّظبة ٌزذفؼٗ اٌٝ أزبط اٌٙشِٛٔبد إٌجبر١خ ٌزشفغ ِغزٛا٘ب فٟ رٍه اٌخلا٠ب اٌٝ اٌّغزٜٛ اٌزٞ ٠ؤدٞ اٌٝ عشػخ رىبصش 

 ( .4)شىً  Grown Gall اٌخلا٠ب ٚرى٠ٛٓ وزً ِٓ اٌخلا٠ب ٚاٌزٟ رؼشف ثبٌزٛسد اٌمّٟ

١ٌظجؼ ٘زا اٌزٛسد ِىبْ طبٌؾب ٚث١ئخ ِلائّخ ِٚظذس غزائٟ ٌزٍه اٌجىز١ش٠ب ف١ّب ٠ؼشف ثّشع اٌزٛسد اٌمّٟ ٌٚىٟ 

رىْٛ رٍه اٌجىز١ش٠ب فؼبٌخ وأداح ٌٍٕمً اٌغ١ٕٟ لاثذ ِٓ اعزئظبي ع١ٕبرٙب اٌّغججخ ٌٍّشع ثّؼٕٝ ٔضع 

ٚاخشْٚ ِٓ ششوخ ِٛٔغبٔزٛ ٚعبِؼخ ٚاشٕطٓ  3895 عٕخ Mary Dell Chilton . ٌٚمذ ٔغؼ disarming علاؽٙب

ٚثبٌشغُ ِٓ ثغبؽخ اٌطش٠مخ ٚدلزٙب الا اْ وض١ش ِٓ  DNA ِٓ اعزئظبي اٌغ١ٕبد اٌّّشػخ دْٚ اٌّغبط ثب١ٌخ ٔمً

اٌّؾبط١ً ِٓ ث١ٕٙب ِؾبط١ً اٌؾجٛة ِضً الاسص ٚاٌمّؼ ٚاٌزسح ١ٌغذ ِٓ ػٛائً الاعشٚثىزش٠َٛ ٌزٌه رُ اٌجؾش ػٓ 

 ٔظُ ثذ٠ٍخ .

   Competent Cells Technique ديح اندٍُاث انى خلاٌا انبروحىبلاسج -ب

ثبْ رّش  DNA فٟ ٘زٖ اٌزم١ٕخ ٠ضاي عذاس اٌخلا٠ب لاْ صمٛة اٌخ١ٍخ اٌّٛعٛدح ثغذاس اٌخ١ٍخ اطغش ِٓ اْ رغّؼ ٌـ

ِضً اٌجٌٟٛ ػؼٛٞ  عٜٛ اٌغشبء اٌجلاصِٟ ٚاٌزٞ ٠ّىٓ ٌّشوت DNA ثغٌٙٛخ اِب ػٕذِب ٠ضاي اٌغذاس فٍٓ ٠ؼ١ك ٔمً

ٌٍغشبء اٌجلاصِٟ ِٚٓ اوضش اٌؼٛاًِ اٌّغبػذح ش١ٛػب فٟ اداء ٘زا   DNA ِٓ رغ١ًٙ اخزشاق (PEG) اص١ٍ١ٓ ع١ٍىٛي

ٚفٟ ٘زٖ اٌطش٠مخ  Electroporation فٟ خلا٠ب اٌجشٚرٛثلاعذ ثٛاعطخ اٌضمت اٌىٙشثٟ DNA اٌؼًّ وّب ٠ّىٓ دِظ

اٌضٚاي فٟ غشبء اٌخ١ٍخ اٌؼبس٠خ ٠ّىٓ اْ رّش رمَٛ إٌجؼبد وٙشثبئ١خ لظ١شح ثأؽذاس صمٛة عش٠ؼخ 

ِٓ خلاٌٙب ٌىُ رٍه اٌزم١ٕخ اٞ ػضي اٌجشٚرٛثلاعذ ٚعذ أٙب رم١ٕخ طؼجخ فٟ وض١ش ِٓ اٌؾجٛة ٠ٕٚزظ  DNA عضئ١بد

 ػٕٙب ٔجبربد ػم١ّخ .

 Microinjection Technique طرٌقت انحقٍ انًدهري -ج

 Micro اٌٛساص١خ داخً ٔٛاح اٌخ١ٍخ رؾذ ِب٠ىشٚعىٛة خبص ٠غّٝ رزُ ٘زٖ اٌطش٠مخ ثبعزخذاَ اثش خبطخ ٌؾمٓ اٌّبدح

manipulator ًٚاعزخذِذ رٍه اٌٛع١ٍخ فٟ ٔم DNA  ٌٚىٓ ٚعذ أٙب رم١ٕخ غ١ش ػ١ٍّخ لأعجبة ػذح ِٕٙب اْ ؽشف

٠ّىٓ ٌٍخلا٠ب ػ١ٍّخ ِغٙذح ٚلا رلائُ اٌؼًّ اٌزغبسٞ ٚلأ DNA الاثشح اٌّغزخذِخ ػبدح ِب ٠ٕغذ اٚ ٠ٕىغش وّب اْ ادخبي

 ( .5ثٙب ػّبْ اٌزؾبَ اٌغ١ٓ إٌّمٛي اٌٝ ع١َٕٛ اٌخ١ٍخ )شىً 

 : انحقٍ انًدهريشكم   
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                           Gene Gun Technique حقٍُت انًسدس اندًٍُ -د

 4-3ٟٚ٘ ؽش٠مخ ٌمزف اٌخلا٠ب إٌجبر١خ ثبٌّبدح اٌٛساص١خ إٌّمٌٛخ ثؼذ رغ١ٍفٙب ٌغغ١ّبد ِؼذ١ٔخ فٍض٠خ راد الطبس 

١ِىشْٚ ِضً وش٠بد اٌز٘ت . ٠زُ لزف رٍه اٌغغ١ّبد ثغشػخ ػب١ٌخ ثبعزخذاَ اٌّغذط اٌغ١ٕٟ ٌزخزشق ؽلالبرٗ عذاس 

 ( .6اٌخلا٠ب ٚرٕمً اٌغ١ٓ اٌّشغٛة )شىً 

 

 DNA  : حقٍُت قاذفاث اندسًٍاث اندَاوٌت4شكم 

رىْٛ ِؤلزخ ٚلا رؼشع علاِخ اٌخلا٠ب ٚٔظشا لاْ اٌضمٛة اٌزٟ ٠ؾذصٙب اٌمزف اٌغش٠غ طغ١شح ٌٍغب٠خ فٙزٖ اٌضمٛة 

انُقم  -هـ  ُِ ومٛح دافؼخ ٠ؾزٛٞ ػٍٝ ثبسٚد 2.44ٌٍخطش ٠ٚزىْٛ اٌّغذط اٌغ١ٕٟ ِٓ لبرف خشؽٛشٟ ػ١بس 

 Phage Transportation بانفاج

ع١ّذ ظب٘شح أزمبي طفخ ٚساص١خ ِٓ خ١ٍخ ثىز١ش٠خ اٌٝ خ١ٍخ ثىز١ش٠خ اخشٜ ثٛاعطخ اٌفبط ثبعُ إٌمً 

ؽ١ش رٕذِظ لطؼخ ِٓ وشِٚٛعَٛ ثىز١شٞ داخً عغُ اٌفبط ٚػٕذِب ٠غضٚ اٌف١شٚط خ١ٍخ   Transudation بطثبٌف

 Lambda ػبئً عذ٠ذ فبْ اٌخ١ٍخ اٌّغزمجٍخ رٕمً ػٍٝ وشِٚٛعِٛٙب اٌمطؼخ اٌزٟ فٟ ؽٛصح اٌف١شٚط ِٚٓ اشٙش٘ب

phage  ً( .7)شى 

ٟٚ٘ فٟ ؽٛس اٌمذسح اٌىبِٕخ   رظً فزشح فؼٕذ ِٙبعّخ ٘زا اٌف١شٚط ٌجىز١ش٠ب اٌمٌْٛٛ فبْ اٌخلا٠ب

اٌف١شٚط إٌّذِظ ِغ وشِٚٛعَٛ اٌخ١ٍخ فبرا ِب ػشػذ  DNA ػٍٝ ٔغخخ ِٓ ؽ١ش رؾزٛٞ Lysogenic ٌٍزؾًٍ

فبْ اٌف١شٚط لذ ٠ٕفظً ػٓ وشِٚٛعَٛ اٌخ١ٍخ ِٓ ٔفظ إٌمطخ اٌزٟ ارظً ثٙب  Induction اٌخلا٠ب اٌٝ اٌؾش

 ذِبط ١ٌجذا فٟ ِؼبػفخ ٔفغٗ ٚرى٠ٛٓ اٌف١ش٠ٛٔبد اٌىبٍِخ .ثبٌىشِٚٛعَٛ ثؼ١ٍّخ ػىظ ػ١ٍّخ الأ

لذ رٕفغش ٌٚىٓ فٟ ؽبلاد اخشٜ لا ٠ٕفظً اٌفبط الاٌٚٝ ِٓ ٔفظ ٔمطخ الارظبي ثً ِٓ اِبوٓ اخشٜ ٌزا رؾزٛٞ ؽٍمزٗ 

اٌف١شٚط ِؼبفب ا١ٌخ لطؼخ ِٓ وشِٚٛعَٛ اٌخ١ٍخ فبرا اؽزٜٛ اٌف١شٚط ػٍٝ اٌغ١ٓ اٌىلاوزٛص عّٝ  DNA ػٍٝ

اٌزٟ ٠ّىٓ رؼجئزٙب فٟ اٌغطبء اٌجشٚر١ٕٟ ٌٍفبط صبثزخ ِٚؾذدح   DNA ٚط ثبعُ فبط لاِجذا اٌىلاوزٛص ؽ١ش اْ و١ّخاٌف١ش

فبْ اػبفخ ِٛسٚس اٌىلاوزٛص رؼٕٝ ثبٌؼشٚسح اعزجؼبد عضء ِٓ ِٛسصبد إٌفبط لاِجذا ِٓ ٔبؽ١خ اخشٜ ِّب ٠ؤدٞ اٌٝ 

 ٍٝ فبط ٠ؾزٛٞ ػٍٝ اوضش ِٓ ِٛسٚس اٚ ع١ٓ ٚاؽذ .ٔمظٙب ٌظفبد ٚساص١خ ٚ٘ٛ ٠فغش ػذَ اٌمذسح ػٍٝ اٌؾظٛي ػ

 

 : انُقم بانفاج لايبدا5شكم 
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 رؼبػف اٌجٍّشح اٌّزغٍغًِجبدا رم١ٕخ 

 Principle of Polymerase Chain Reaction (PCR) Technique 

(. ٚ رمَٛ DNAاٌؾّغ إٌٛٚٞ ) رؾفع اٌّؼٍِٛبد اٌٛساص١خ ٚأزبط اٌّٛاد ٌظٕغ اٌخلا٠ب ٚاٌؾفبظ ػ١ٍٙب فٟ داخً 

ثشىً رٍمبئٟ ٚثشىً عش٠غ ِغ ٚعٛد ٔظبَ رظؾ١ؼ   ثّؼبػفخ و١ّخ اٌؾّغ إٌٛٚٞ ٚلذ أمغبَ اٌخ١ٍخ اٌخ١ٍخ

لبػذح ١ٔزشٚع١ٕ١خ ثبٌضب١ٔخ )داخً إٌظبَ اٌؾ١ٛٞ(  3222عشػخ إٌغخ ٚاٌّؼبػفخ إٌٝ   ٌلأخطبء خلاي إٌغخ. ٚ رجٍغ

 ٔمغبَ فمؾ . ٟٚ٘ وّب روشٔب رؾذس فٟ اٌخ١ٍخ فٟ ٚلذ اٌزىبصش ٚالا

( ؽً وض١ش ِٓ اٌّشبوً ٚاٌظؼٛثبد  1980sفٟ ِٕزظف اٌضّب١ٕٔبد )  Karry B. Mullisاْ الأغبص اٌزٞ لبَ ثٗ 

اٌزٟ وبْ ٠ؼب١ٔٙب اٌجبؽضْٛ فٟ ِغبي اٌجب٠ٌٛٛعٟ اٌغض٠ئٟ ف١ّىٓ ثبعزخذاَ ٘زا اٌزفبػً أزبط ٔغخ ِٓ اٌذٔب اٌٙذف خبسط 

د وج١شح ٚاٌزٟ لذ رغزغشق ا٠بِب اٚ اعبث١غ لأزبعٙب ثبعزخذاَ اٌزم١ٕبد الاخشٜ ٚخلاي عبػبد ٚثى١ّب In Vitroاٌخ١ٍخ 

٠ّىٓ ِؼبػفخ اٌذٔب اٌٙذف صّب١ٔخ ِلا١٠ٓ ِشح  PCRدٚسح فٟ  47فّضلا خلاي  Gene cloningِضً اٌىٍٛٔخ ٌٍغ١ٓ 

اٌّشاد دساعزٗ  ٘ٛ إْ اٌززبثغ ِٓ اٌذٔب PCRٚخلاي عبػبد ل١ٍٍخ ٠ّىٓ ػًّ ثلا١٠ٓ إٌغخ ِٕٗ. ٚاُ٘ ١ِضح ًٌ

(Target ٍَ ٚرٌه ثزشؽ١ً  PCRٌىٓ ٠ّىٓ ػضٌٗ ثؼذ إعشاء رفبػً  Genome( لا ٠ؾزبط إٌٝ ػضٌٗ ِٓ ثبلٟ اٌغ١ٕٛ

ْْ رىْٛ ل١ٍٍخ عذا ثمذس و١ّخ اٌذٔب فٟ  إٌبرظ ػٍٝ ٘لاَ الاوبسٚص ٚوزٌه فبْ و١ّخ اٌذٔب اٌلاصِخ لإعشاء اٌزفبػً ِّىٓ أ

 . خ١ٍخ ٚاؽذح

ٗ ػجبسح ػٓ رفبػً إٔض٠ّٟ خبسط خٍٛٞ ٠زُ ِٓ خلاٌٗ ِؼبػفخ لطؼخ طغ١شح ِٓ اٌذٔب ثأٔ  ٠PCRّىٓ رؼش٠ف 

اٌزٞ ٠ٛفش  Thermocycler)ٔبٔٛغشاِبد( اٌٝ ِلا١٠ٓ إٌغخ خلاي عبػبد ل١ٍٍخ ٚثئعزخذاَ عٙبص اٌّجٍّش اٌؾشاسٞ 

اٌضبثذ فٟ   Taq DNA Pplymeraseدسعبد اٌؾشاسح اٌلاصِخ ٌىً ِشؽٍخ ِٓ اٌزفبػً فؼلاً ػٓ إٔض٠ُ ثٍّشح اٌذٔب 

اٌلاصَ  MgCl2ٚوزٌه اٌّؾٍٛي إٌّظُ اٌؾبٚٞ ػٍٝ  dNTPsدسعبد اٌؾشاسح اٌؼب١ٌخ ٚاٌمٛاػذ إٌزشٚع١ٕ١خ الأسثؼخ 

 .ٌؼًّ إٔض٠ُ اٌجٍّشح

 :  PCRال   يا هً يخطهباث

 ٠ززطٍت ػ١ٍه رٛف١ش : PCRثٛاعطخ  (  DNAٌزمَٛ ثئٔزبط اٌؾّغ إٌٛٚٞ )

( : ٠ٚمَٛ ٘زا Thermocycleٌٍزؾىُ ثذسعبد ؽشاسح اٌزفبػً ثشًّ دل١ك ٚ ِززبٌٟ ) اٌذٚسح اٌؾشاس٠خ  عٙبص .1

اٌغٙبص ثزغ١ش دسعخ اٌؾشاسح ثشىً عش٠غ ، ٢ْ رغ١ش دسعخ اٌؾشاسح ٘ٛ الأعبط اٌزٞ رمَٛ ػ١ٍٗ فىشح ٘زٖ 

 اٌزم١ٕخ .

(   ( DNA)) ؽذاد اٌؾّغ إٌٛٚٞ   : ٚ٘ٛ الإٔض٠ُ اٌزٞ ٠مَٛ ثجٕبء ٚرشر١ت اٌمٛاػذ ا١ٌٕزشٚع١ٕ١خاٌج١ٍّش٠ض .2

، ٠ٚغت أْ ٠ىْٛ ٘زا الإٔض٠ُ ِمبَٚ ٌٍؾشاسح اٌؼب١ٌخ ١ٌزّىٓ ِٓ اٌؼًّ . ٚ لذ اوزشف أض٠ُ ِمبَٚ ٌٍؾشاسح ٚ 

 .Tagاعّٗ 

( ١ٌزّىٓ الإٔض٠ُ ِٓ رشر١جٙب فٟ ِٛالؼٙب أصٕبء ػ١ٍّخ  A T C Gِغّٛػخ ِزفشلخ ِٓ اٌمٛاػذ ا١ٌٕزشٚع١ٕ١خ:)  .3

 (. DNAٔغخ اٌؾّغ إٌٛٚٞ )

ٚ  ثذاء اٌجٕبء  ١ٌزّىٓ الإٔض٠ُ ِٓ  ( DNA: ٚ٘ٛ لطؼخ طغ١شح ِٓ اٌؾّغ إٌٛٚٞ )Primer ثبدا  .4

 ػ١ٍٙب . إٌغخ

 اٌّشاد ٔغخٗ . (  DNAٚاٌشٟء الأُ٘ ٘ٛ ٚعٛد ٔغخخ ِٓ اٌؾّغ إٌٛٚٞ ) .5

 ٍٛي أٚ ٚعؾ ١ٌزُ ثٗ اٌزفبػً : ٚ٘زا اٌّؾٍٛي ٠خزٍف ث١ٓ رفبػً ٚأخش .ثبلإػبفخ إٌٝ ِؾ .6
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 PCRيراحم ال  

 -ثلاد يراحم : انبهًرةعًهٍت  حشًم

 Denaturationانًسخ  -1

 Double- Strandedٟٚ٘ اٚي ِشؽٍخ ِٓ ِشاؽً اٌزفبػً ٠ٚزُ خلاٌٙب رؾ٠ًٛ شش٠ؾ اٌذٔب ِٓ شش٠ؾ ِضٚدط 

DNA  اٌٝ شش٠ؾ ِفشدSingle- Strandrd DNA ( ٌٝ94ٚرٌه ثزؼش٠ؼٗ اٌٝ دسعخ ؽشاسح ػب١ٌخ رظً ا
0
C )

( دلبئك رمش٠جب ٌؼّبْ رىغ١ش الاٚاطش ا١ٌٙذسٚع١ٕ١خ اٌزٟ رشثؾ شش٠طٟ اٌذٔب ١ٌغًٙ أغبص اٌخطٛح اٌلاؽمخ 7ٌٚفزشح )

 .٠زُ ثٕبء لطؼخ ِىٍّخ ٌٗ ١ٌTemplateغٍه وً شش٠ؾ لبٌجب 

 Primer Annealingارحباط انبادئ . 4 

دسعخ ؽشاسح خ١ٍؾ اٌزفبػً ٚرٌه ٌٍغّبػ ٌٍجبدا ثبلاسرجبؽ ثبٌّٛلغ اٌّىًّ ٌٗ ػٍٝ شش٠ؾ اٌذٔب اٌّفشد  غ٠زُ خف

ssDNA  ٚثٕبء الاٚاطش ا١ٌٙذسٚع١ٕ١خ ٠ٚزُ اخز١بس ٘زٖ اٌذسعخ ثبلاػزّبد ػٍٝ ؽٛي اٌجبدا اٌّغزخذَ ٚٔٛػٗ ٚٔغجخ

خ لاسرجبؽ اٌجبدا ِٓ خلاي اعزخذاَ ٔٛع ِٓ ( ٠ّٚىٓ ؽغبة دسعخ اٌؾشاسح اٌّلائG + Cّاؽزٛائٗ ػٍٝ اٌمبػذر١ٓ )

 . Melting Tempreture( Tmاٌّؼبدلاد اٌؾغبث١خ ٚرٌه ثؾغبة دسعخ ؽشاسح اٌزٚثبْ )

Tm= {(A + T)ػذد لٛاػذ } × 2 + {(G + C)ػذد لٛاػذ }  × 4 

( 5-3لبػذح ٠ٚزُ فٟ وض١ش ِٓ اٌّخزجشاد ؽشػ ) 42٘زٖ اٌّؼبدٌخ رغزخذَ ٌٍجبدئبد اٌمظ١شح الً ِٓ 
0
C  إٌبرظ ِٓ

 (.Tpٚثؼغ اٌّخزجشاد رغزخذَ اٌّؼبدٌخ الار١خ ٌؾغبة اٌذسعخ اٌؾشاس٠خ اٌّضٍٝ ٌلاٌزؾبَ ) PCRٌجذء رفبػلاد اي 

Tp = 22 + 1.46 (Ln) 

Ln = {(G + C ) ػذد لٛاػذ } × 2 + {(T + A) ػذد لٛاػذ} 

 . ( لبػذح30-20ٚ٘زٖ اٌّؼبدٌخ ِلائّخ ٌٍجبدئبد اٌزٟ رزىْٛ ِٓ )
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 PCR (: خطىاث عًم حقٍُت ال1)انشكم 

 Extension الاسخطانت  ا .3

ػٕذ ِٕطمخ اسرجبؽ اٌجبدا ثمبٌت اٌذٔب ١ٌزُ ثٕبء شش٠ؾ  dNTPsٟٚ٘ اٌّشؽٍخ اٌزٟ ٠زُ ف١ٙب اػبفخ اٌمٛاػذ إٌزشٚع١ٕ١خ 

C 24دٔب ِىًّ ٌٍمبٌت ثٛاعطخ أض٠ُ اٌجٍّشح ٠ٚزُ فٟ ٘زٖ اٌّشؽٍخ سفغ دسعخ ؽشاسح اٌزفبػً اٌٝ
2

ٟٚ٘ اٌذسعخ   

ٚ  PCRاٌؾشاس٠خ اٌّضٍٝ ٌؼًّ أض٠ُ اٌجٍّشح ٌىٟ ٠ؼًّ ثأػٍٝ وفبءح ٚثبٔزٙبء ٘زٖ اٌّشؽٍخ رٕزٟٙ اٚي دٚسح ٌزفبػلاد 

ِٓ  ( دٚسح ٠زُ اٌؾظٛي ػٍٝ ِلا١٠ٓ إٌغخ52ٔبرظ ٘زٖ اٌذٚسح عٛف ٠غزخذَ ومبٌت ٌٍذٚساد اٌلاؽمخ فجؼذ اعشاء )

اعزخذِذ فٟ ِغبي  ؛فٟٙ ٚاعؼخ ٚفٟ ِغبلاد ػذح ِٕٙب   PCRاٌـ  رم١ٕخ مبداِب رطج١ .لطؼخ اٌذٔب اٌّشاد ِؼبػفزٙب

اِب فٟ ِغبي إٌجبد فمذ اعزخذِذ  ،اٌطت ٚرشخ١ض الاؽ١بء اٌّغٙش٠خ اٌّّشػخ ٚفٟ ِغبي رشث١خ ٚرؾغ١ٓ اٌؾ١ٛأبد

 فٟ اٌؼذ٠ذ ِٓ اٌزطج١مبد ِٕٙب اٌزٛط١ف اٌغض٠ئٟ، ٚا٠غبد اٌجظّخ ٚاٌؼلالخ اٌٛساص١خ.

 

 PCRنًكىَاث انرئٍسٍت نخفاعلاث ال ا

 Taq DNA Polymeraseإَزٌى انبهًرة  .1

ٚاٌزٟ  ٠Thermus aquaticusزُ ػضٌٗ ِٓ ٔٛع ِٓ اٌجىزش٠ب  Thermostable٘ٛ ػجبسح ػٓ إٔض٠ُ صبثذ ؽشاس٠ب 

رؼ١ش فٟ ا١ٌٕبث١غ اٌؾبسح ٠ز١ّض ٘زا الأض٠ُ ثبْ ٌٗ اٌمذسح ػٍٝ ثٕبء عٍغٍخ عذ٠ذح ِٓ اٌذٔب ثبعزخذاَ عٍغٍخ اٌذٔب اٌّفشدح 

ٚرزشاٚػ دسعخ اٌؾشاسح اٌّضٍٝ ٌؼٍّٗ dNTPsومبٌت ٚرٌه ثئػبفخ اٌمٛاػذ إٌزشٚع١ٕ١خ 
2

C (70-80 ٟ٠ٚجمٝ صبثزبً ف )

Cظًدسعبد اٌؾشاسح اٌؼب١ٌخ اٌزٟ لذ ر
2
 (88. ) 

( و١ٍٛ داٌزْٛ ٚرؼشف 87ٚ٘زا الإٔض٠ُ ػجبسح ػٓ ِزؼذد ثجز١ذ ٠زىْٛ ِٓ عٍغٍخ ِفشدح راد ٚصْ عض٠ئٟ ٠ظً إٌٝ )

اٌٛؽذح اٌٛاؽذح ِٓ أض٠ُ ثٍّشح اٌذٔب ػٍٝ أٔٙب و١ّخ الأض٠ُ اٌلاصِخ ٌجٕبء ٔبِٔٛٛي ِٓ اٌزشو١ض اٌىٍٟ ١ٌٍٕٛو١ٍٛر١ذاد فٟ 

C( دل١مخ ٚثذسعخ ؽشاسح 52ٌذٔب خلاي ٚلذ لذسٖ )خ١ٍؾ اٌزفبػً ٚرى٠ٛٓ شش٠ؾ ِٓ ا
2

( ٚرؾذ ظشٚف اٌزفبػً 27) 

 .اٌّضٍٝ

 Deoxy Ribonucleoside Triphosphate( dNTPs) انقىاعد انُخروخٍٍُت انًفسفرة .2

 deoxyadenosineٟٚ٘ اٌمٛاػذ إٌزشٚع١ٕ١خ الاسثؼخ ِٕمٛطخ الاٚوغغ١ٓ ٚاٌزٟ رغزخذَ ٌجٕبء أٞ لطؼخ ِٓ اٌذٔب )

triphosphate dATP (ٚ )deoxycytidine triphosphate dCTP(ٚ )deoxyguanosine triphosphate 

dGTP( ٚ )deoxythymidine triphosphate dTTP ) ( ٘زٖ اٌمٛاػذdNTPs رشرجؾ ثبٌٕٙب٠خ اٌؾشح ٌّغّٛػخ )

 ٓ اٌشش٠ؾ اٌّىًّ ٌٍشش٠ؾ اٌمبٌت .ٌٍجبدا ثٛعٛد إٔض٠ُ اٌجٍّشح ٌزى٠ٛ  hydroxyl group-'3ا١ٌٙذسٚوغ١ً 

٠زُ رظ١ٕؼٙب ٚثٕمبٚح ػب١ٌخ ِٕفشدح ٚرغٙض إِب ِٕفشدح أٚ ِغزّؼخ ػٍٝ شىً ِض٠ظ ٚاْ اٌزشو١ض اٌّضبٌٟ ٌٙب لإعشاء 

  PCRٚرشو١ض اٌجبدا ٚػٍٝ ػذد دٚساد   ٠MgCl2ؼزّذ ػٍٝ ػذح ػٛاًِ ِٕٙب رشو١ض  PCRرفبػلاد 

 

 PCR Bufferانًحهىل انًُظى  .3

ؽبِغ اٚ لبػذح ٚاٌّؾٍٛي  ( ػٕذ إػبفخpHاٌّؾٍٛي اٌزٞ ٠ؼًّ ػٍٝ ِمبِٚخ اٌزغ١١ش فٟ اٌشلُ ا١ٌٙذسٚع١ٕٟ )ٚ٘ٛ 

  Mgcl2إٌّظُ اٌّغزخذَ ٌٍؾفبظ ػٍٝ اٌشلُ ا١ٌٙذسٚع١ٕٟ اٌلاصَ ٌفؼب١ٌخ أض٠ُ اٌجٍّشح إْ اؽذ ِىٛٔبد ٘زا اٌّؾٍٛي ٘ٛ 

Mgا٠ٛٔبد  اٌزٞ ٠ىْٛ ػشٚس٠ب لإعشاء اٌزفبػً ٚرٌه لأْٚ
+2

اٌّغ١ٕغ١َٛ ػشٚس٠خ ٌؼًّ أض٠ُ اٌجٍّشح فٟٙ رض٠ذ   

إػبفزٙب إٌٝ شش٠ؾ  ٘ب( ٠زُ ثؼذdNTPsِٓ فؼب١ٌزٗ وزٌه فبْ ٘زٖ الا٠ٛٔبد رىْٛ ِؼمذاً رائجبً ِغ اٌمٛاػذ إٌزشٚع١ٕ١خ )

 اٌذٔب.

 Primerانبادئ  .4

newFUTURE
Highlight

newFUTURE
Highlight

newFUTURE
Highlight



ٌمطؼخ اٌذٔب اٌّشاد ِؼبػفزٙب ٚثظٛسح ػبِخ اٌجبدا ػجبسح ػٓ شش٠ؾ ِفشد لظ١ش ِٓ اٌذٔب ٠ىْٛ را رزبثغ ِىًّ 

( لبػذح ٔزشٚع١ٕ١خ ٚرضداد وفبءرٙب وٍّب صاد ؽٌٛٙب ػٓ 30-20رزىْٛ ِٓ ) PCRاٌجبدئبد اٌّغزخذِخ فٟ رفبػلاد اي

( ٌجٕبء شش٠ؾ عذ٠ذ  Initiation pointؽ١ش ٠شرجؾ ثٗ إٔض٠ُ اٌجٍّشح ١ٌىْٛ ٔمطخ ثذا٠خ اٌزفبػً ) بػذح ٔزشٚع١ٕ١خل 52

 (% .70-60( ثٕغجخ )G + Cب ٚػبدح رظُّ اٌجبدئبد ثؾ١ش رؾزٛٞ ػٍٝ اٌمٛاػذ )ِٓ اٌذٔ

رىْٛ اٌجبدئبد إِب راد رزبثغ ػشٛائٟ ٚاٌزٟ ثئِىبٔٙب الاسرجبؽ ػٍٝ أٞ لطؼخ ِٓ اٌذٔب ِىٍّخ ٌٙب أٚ ِزخظظخ ٌغ١ٓ 

 .شجٗ ِزخظظخ ؽغت ٔٛع اٌزفبػً ِؼ١ٓ أٚ

١ٙب فٟ وض١ش ِٓ اٌجؾٛس ِٓ عشػخ ٚعٌٙٛخ ٚدلخ فٟ إٌزبئظ ٌزٌه اػزّذ ػٍ  PCRٔظشا ٌّب رّزبص ثٗ رفبػلاد 

ٌزٌه رُ رط٠ٛش ٘زٖ اٌزم١ٕخ ٚإ٠غبد أٔٛاع ػذ٠ذح ِٓ ِؤششاد اٌذٔب ثبلاػزّبد ػٍٝ ٘زٖ اٌزم١ٕخ ٚٔٛػ١خ اٌجبدا اٌٛساص١خ 

 .اٌّغزخذَ

 ٚ اٌٛساصخ ِٕٚٙب : (  DNAرطج١مبد وض١شح فٟ ِغبي أثؾبس اٌؾّغ إٌٛٚٞ ) PCRٌزم١ٕخ  : PCR حطبٍقاث

اٌىشف ػٓ اٌطفشاد اٌٛساص١خ : ٚرٌه ػٓ ؽش٠ك ٚػغ ثش٠ّش خبص ٌٍطفشح ٌزىض١ش اٌغ١ٓ اٌخبص ثٙب . ِٕٚٗ  .1

 ( . alleleٔمَٛ ثّؼشفخ اٌّشع إرا وبْ ػٍٝ صٚع١ٓ اٌىشِٚٛعِٛبد أٚ ػٍٝ اؽذّ٘ب ) 

 رؼ١ٓ اٌجظّخ اٌٛساص١خ . .2

 فٟ رؾذ٠ذ ٔٛع ٚعٕظ اٌف١شٚط ٚو١ّزٗ.اٌىشف ػٓ اٌف١شٚعبد : ٚ٘زٖ اٌطش٠ك ٟ٘ الأدق  .3

( : ؽ١ش ٔمَٛ ( DNA)اٌؾّغ إٌٛٚٞ  Recombinant٘ٛ اٌؼٕظش الأُ٘ فٟ ػ١ٍّخ اٌزغ١ّغ اٌغ١ٕٟ )  .4

 اٌّؼ١ف . ( DNAثزىض١ش اٌغ١ٓ اٌّشاد إدخبٌٗ ػٍٝ اٌجلاصِذ أٚ اٌؾّغ إٌٛٚٞ )

 (. Restriction enzymeاعزخذاِٗ فٟ رغ١ش ٔٙب٠بد اٌغ١ٓ ٌزظجؼ ِزٛافمخ ِغ إٔض٠ّبد اٌمطغ )  .5

) اٌؾّغ إٌٛٚٞ  (  DNAاٌؾّغ إٌٛٚٞ )  ٘ٛ اٌؼ١ٍّخ الأعبط فٟ رؾذ٠ذ رزبثغ اٌمٛاػذ ا١ٌٕزشٚع١ٕ١خ فٟ .6

(DNA )  Sequencer  . ) 

 . (  DNAِؼشفخ ؽٛي اٌؾّغ إٌٛٚٞ ) .7

 ( .  ( DNA)اٌؾّغ إٌٛٚٞ cاٌّىًّ )   (  DNAرم١ٕخ اٌؾّغ إٌٛٚٞ ) .8

 خ١ٍؾ ِٓ اٌغ١ٕبد . رؾذ٠ذ اٌغ١ٓ اٌّطٍٛة ِٓ .9

 (.  ٠microarraysغزخذَ فٟ رم١ٕخ ) .11

 ( .  human genome projectفٟ ِششٚع اٌخبسؽخ اٌغ١ٕ١خ اٌجشش٠خ ) .11

 ( .  southern plotثٍٛد ) اٌغبٚصش٠ٓ .12

 .Protein Interaction- ( DNA)ثشٚر١ٓ ) اٌؾّغ إٌٛٚٞ  –(  DNAرم١ٕخ اسرجبؽ اٌؾّغ إٌٛٚٞ ) .13

ٚغ١ش٘ب ِٓ غزظبة ، رؾذ٠ذ ا٠ٌٛٙخ ... اٌخ ( ) اخزجبس الأِِٛخ ، ؽبلاد الا فٟ ِغبي اٌطت اٌششػٟ .14

 اٌّخجش٠خ ٚاٌجؾض١خ .  اٌزطج١مبد

 : PCRيٍ  هُاك َىعاٌ : PCR أَىاع 

1. PCR ِٞب رُ ششؽٗ ٚاٌزطشق ا١ٌٗ فٟ اٌخطٛاد اٌغبثمخ .:  اٌؼبد ٛ٘ٚ 

2. RT- PCR  : ( اخزظبس ٌـ ٛ٘ٚReal Time PCR  ٓٚ٘زا إٌٛع ٠مَٛ ػٍٝ ٔفظ اٌّجذأ ٌٚى : )

اٌخلاف اٌٛؽ١ذ ٠ىْٛ ِشثزؾ اٌغٙبص ثىّج١ٛرش ٌزؾذ٠ذ اٌٛلذ اٌؾم١مٟ ٌجذا اٌزفبػً ِٚٓ صُ اٌى١ّخ اٌؾم١م١خ 

( ٠ٚؼزّذ رٌه ػٍٝ ٚعٛد لٛاػذ ١ٔزشٚع١ٕ١خ ؽشح ِشؼخ ٌزؾذ٠ذ رٌه  DNAٌؼذد ٔغخ اٌؾّغ إٌٛٚٞ )

زؾذد ٚعٛد اٌغ١ٓ اٌّطٍٛة أٚ لا ، ٚو١ّخ اٌغ١ٓ ثذْٚ اٌٛطٛي إٌٝ . ِّب ٠غًٙ ػٍٝ اٌجبؽض١ٓ اٌٛلذ ٌ

 ٔٙب٠خ اٌذٚساد اٌؾشاس٠خ اٌّؾذدح . 
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