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الهدف من المحاضرة•

في نهاية المحاضرة سوف يتعلم الطالب•

.معرفة اليات تنقية وقياس تركيز الحمض النووي•

.مجالات استخدامها•

.DNAالاليات المتبعة في تحليل •



RNAاوDNAونقاوةتركيزتقدير

Nucleicالنوويةالأحماضتقدر• acidsالنوويالحمضنقاءوتركيزمنللتحققDNAاو

RNAالعينةفيالموجود.

ثلمأخرىتطبيقاتفياستخدامةليسهلالنوويالحمضونقاوةتركيزمعرفةالمهممن•

PCR،Restriction digestion.

شيوعاًالطرقاكثرهومنSpectrophotometerالضوئيالمطيافباستخدامالتحليل•

.DNAلقياس

Agaroseاستخداميمكن• Gel ElectrophoresisعينةلتحليلDNAالنقاءأجلمن



طريقة. Spectophotometricالضوئيالمطياف1 Method

.(280\260)النقاوةنسبةوتكون(نانومتر280)البروتينتركيزقياسحالةفياما(نانومتر260)RNAاوDNAلقياس•

260الموجيينللطولينالضوئيةالكثافةبقيمةRNAاوDNAالنقيةالمحاليلفانبالتاليالعينةنقاوةعلىمؤشرتعطي(280\260)نسبة•

.القيمتلكعنوغيرهاكالبروتيناتالنوويالحامضلعينةملوثاتوجودحالةفيالقيمةوتقل2RNAو1.8DNAوهي280علىمقسوم

طريقة. 2NanoDrop

NanoDropالجهازلهذاموجودةنسخاحدث• 2000/2000c NanoDrop 8000, NanoDrop Lite2)تركيزبمعدل ng/µL –
15,000 ng/µL dsDNA)للعينةتخفيفبدون.

طريقة. 3Agarose Gel Electrophoresis

سالبةمشحنةلتحمالنوويةالأحماضأنوبماالكهربائيالتيارتأثيرتحتحجمهاعلىبناءً النوويةالأحماضلفصلتستخدمطريقةوهي

تحليلهالمطلوبالنوويالحمضجزيئةحجمعلىاعتمادًاAnodeالأنودإلىCathodeالكاثودمنتنتقلالكهربائيالمجالتطبيقعند

.حجمهاعلىبناءً النوويةالأحماضلفصلsieveكمنخليعملمناسبجلتركيزتحضيريمكنالذي

طريقة. Agaroseباستخدامالقياس4 Gel

DNAمنالملوثةإزالةيمكنحيثالطريقةهذهباستخدامالعينةنقاءتحليليمكن / RNAالاحيانبعضفي.



NanoDrop 2000/2000c Spectophotometric Method



Requiredالمطلوبةالأجهزة Instruments
Laboratory drying oven
Autoclave
Micro-centrifuge
Safety cabinet class II
PCR Thermo-cycler
Electrophoresis set
UV documentation system
Bacterial growth incubator
Shaker
UV/VIS Spectrophotometer
Refrigerator (-20c and 4c)
Compound light microscopes
Microscope station

Vortex mixers
Hotplate and magnetic stirrers
Micropipettes and tips
Balances (Analytical and Digital)
Incubator Shaker
Ice Maker Machine
Water Distiller
pH Meter



Typesالكهربائيالترحيلفيالمستخدمالهلامأنواع of Gel Using in Gel Electrophoresis

Agaroseالأكاروزهلام Gelكرياتالسمنمتشابكةسلسلةعنعبارةالتقنيةهذهفيواسعبشكليستخدم

معقددةبكةشلتكوينهيدروجينيةبأواصربعضهامعوالمرتبطةومشتقاتهالكالكتوزمنالمكونةالمتعددة

Complex NetفتحاتهاتعتمدPoresاتالفتحكانتكلماعالياالتركيزكانفكلماالاكاروزتركيزعلى

التركيززادكلمافتركيزهعلىتعتمدالقطعفصلعلىالهلامقابليةانذلكمنيتضح،صحيحوالعكساصغر

والأكثر،سم12وبطول%2–0.5بينيتراوحالاكاروزهلامتركيزإن.الفصلقابليةزادتكلما

–20KbpالجزيئيالوزنكبيرةDNAقطعلفصليستخدموالذي%1–0.7هو"استخداما 200bp



Electrophoresisالترحيلالجهازتشغيل

طب غطاء الخزان بالشكل الصحيح لضمان الترحيل من القطب السالب الى القيوضع •
180وامبيرية  V 45فولتيةعلى  Power Supplyالقدرة تشغيل مجهز الموجب ويتم 

Mili-amber  كمرحلة اولىدقيقة 15ولمدة.

 80Vنعدل الفولتية الى ، دقيقة نسمع صوت المنبه من مجهز القدرة15انتهاء ال بعد •
.ساعةولمدة  180Mili-amberوامبيرية 

كمؤشر Bromophenol blueالمراقبة سير الترحيل من خلال حركة صبغة يتم •







DNAلجزيئاتمختلفةأطواللقياسمعيارعبارة•

DNAيتألف• Ladderأحجاممن(size)DNA
المرادDNAعينةحجملتحديدتسُتخدممعروفة
.دراستها

عيناتعلىالنوويالحمضسلميحتويماعادة•
علىاتشغيلهعندوالتيبانتظاممتباعدحجمذات
السلممثلتبدووالتيالاكاروزهلام

DNA ladder



Agarose gel with DNA ladders on a UV transilluminator





عدد الطرق المستخدمة في تقدير تركز الاحماض النووية؟•

ماهو هلام الاكاروز؟•
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