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 بىاسطت الكج في الدم RNAاسخخلاص الحبهض النىوي الرايبىزي 

Total RNA Mini Kit (Blood/cultured cells) 

 -هقدهت:

ٚاٌزي ٌسبُ٘  Polymeric molecule٘ٛ ِٓ اٌدضٌئبد اٌّزعذدح اٌٛزبد  RNAاٌسبِغ إٌٛٚي اٌشاٌجٛصي 

ٚرٕظٍُ عًّ اٌدٍٕبد ٚاٌسٍطشح عٍى عٍٍّخ اٌزعجٍش عٕٙب  codingفً اٌعذٌذ ِٓ اٌفعبٌٍبد اٌسٌٍٛخ ِثً اٌزشفٍش 

gene regulation and expression. 

 -:RNAحركيب الـ  -

ِٕطٛي عٍى ٔفسٗ. ٌزىْٛ ِٓ  single strandفً اٌخلاٌب عبدح ثشىً خٍؾ ِٕفشد  RNAٌزٛاخذ اٌـ 

ٌشرجؾ ِع  Riboseٚزبد طغٍشح ِزعذدح ً٘ إٌٍٛوٍٍٛرٍذاد ٚاٌزً ثذٚس٘ب رزأٌف ِٓ سىش خّبسً 

ِٓ اٌسىش اٌخّبسً ٚلبعذح ٔزشٚخٍٍٕخ فً  3ِدّٛعخ فٛسفبد راد شسٕخ سبٌجخ فً رسح اٌىبسثْٛ سلُ 

 RNAِّب ٌدعً خضٌئخ اٌـ  2. رٛد ِدّٛعخ ٍ٘ذسٚوسًٍ ِشرجطخ ِع رسح اٌىبسثْٛ سلُ  1وبسثْٛ سلُ 

 .hydrolysisأوثش عشػخ ٌٍزسًٍ ثسجت عٍٍّخ اٌـ 

 

 -: RNA  &DNAهقبرنت بين حركيب كل هن الـ  -

ٌزٛاخذ فً اٌعذٌذ ِٓ أدٚاسٖ اٌسٌٍٛخ ثشىً  DNA  ,RNA( double strandثعىس اٌـ ) -1

ٌّٚزٍه سٍسٍخ ٍٔٛوٍٍٛرٍذٌخ ألظش ِٓ اٌـ  single stranded moleculeخضٌئخ أزبدٌخ اٌخٍؾ 

DNA  الا أْ اٌـ ,RNA  ٌْٛىintra- strand double helixes لاي عٍٍّخ اصدٚاج ِٓ خ

 .tRNAوّب ٘ٛ اٌسبي فً  complimentary base pairingاٌمٛاعذ اٌّىٍّخ 

)اٌسىش لاٌسزٛي عٍى  deoxyriboseعٍى سىش ِٕمٛص الاٚوسدٍٓ  DNAٌسزٛي اٌـ  -2

سىش خّبسً  RNA( ثٍّٕب ٌّزٍه اٌـ 2ِدّٛعخ ٍ٘ذسٚوسًٍ ِشرجطخ ِع رسح اٌىبسثْٛ سلُ 

أوثش عشػخ ٌٍزسًٍ اٌّبئً  RNAخ اٌٍٙذسٚوسًٍ ٌدعً اٌـ . اِزلان ِدّٛعRiboseساٌجٛصي 

hydrolysis. 

 .RNAفً اٌـ  Uثٍّٕب رسزجذي ثبٌـ  DNA  ً٘Tفً اٌـ  Aاٌمبعذح إٌزشٚخٍٍٕخ اٌّىٍّخ ٌـ  -3

 -:RNAأنىاع جسيئبث الـ 

1- mRNA. 

2- tRNA. 

3- rRNA. 

4- Non-coding RNA. 

ٌزا فبٔٗ ٌسًّ اٌّعٍِٛبد  Transcriptionثعٍٍّخ الاسزٕسبش  DNAِٓ اٌـ  mRNAٌزُ رظٍٕع  -

, ثّدشد أْ eukaryotic cellاٌٛساثٍخ اٌخبطخ ثزخٍٍك اٌجشٚرٍٕبد فً اٌخٍٍخ. فً اٌخلاٌب زمٍمٍخ إٌٛاح 
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 mature, رزُ ِعبٌدزٗ اٌى DNAِٓ اٌـ  precursor RNA (pre-mRNA)رزُ عٍٍّخ اسزٕسبش اٌـ 

mRNA  ثبصاٌخ اٌـintrons اٌززبثعبد غٍش ا( ٌّشفشح اٌّٛخٛدح ػّٓ رشوٍتpre-mRNA.) 

ِٓ إٌٛاح اٌى اٌسبٌزٛثلاصَ ٚثبٌزسذٌذ اٌى اٌشاٌجٛسِٛبد وً رزُ عٍٍّخ اٌزشخّخ  mRNAٌزُ ٔمً  -

translation  اٌى اٌجشٚرٍٕبد اٌّعٍٕخ ثّسبعذحtRNA ع الإٍٍِٔخ ٚازب اٌزي ٌعًّ عٍى اػبفخ الأزّب

 اٌجشٚرٍٓ اٌّخٍك. سٍسٍخرٍٛ اَخش اٌى 

ٚلأٙب لارّزٍه رشوٍت ٔٛٚي ٍِّض , ٌزُ اسرجبؽ اٌـ  prokaryotic cellsفً اٌخلاٌب ثذائٍخ إٌٛاح  -

mRNA  ثبٌشاٌجٛسِٛبد اثٕبء عٍٍّخ اسزٕسبخٗ ِٓ اٌـDNA. 

 

 -الجسء العولي:

Total RNA Mini Kit (Blood/cultured cells) 

اٌىًٍ ِٓ خلاٌب اٌذَ ٚاٌخلاٌب اٌّضسٚعخ ٚاٌخلاٌب اٌجىزٍشٌخ. اٌّسبًٌٍ  RNAطُّ ٘زا اوذ لاسزخلاص ٚرٕمٍخ اٌـ 

Detergents  ٍِٚرchaotropic salt  الاِلاذ اٌزً ٌٙب اٌمذسح عٍى اٌزذاخً ِع الأٚاطش اٌٍٙذسٚخٍٍٕخ ً٘(

ثبي: اٌثبٔٛي ٚاٌثلاثٍخ اي أٙب رؤثش عٍى رشوٍت اٌدضٌئبد اٌّزعذدح اٌٛزبد ِثً اٌجشٚرٍٕبد ٚالأزّبع إٌٌٛٚخ. ِ

)ثبلاػبفخ اٌى خطٛح ٔٙبئٍخ  RNaseاٌفٍٕٛي ٚاٌٍٛسٌب( اٌّسزخذِخ رعًّ عٍى رسًٍٍ اٌخلاٌب ٚرثجٍؾ عًّ أضٌُ اٌـ 

 chaotropic saltفً أِلاذ  RNA(. ٚخٛد اٌـ DNAلاصاٌخ ثمبٌب اٌـ  DNaseاخزٍبسٌخ ًٚ٘ اٌّعبٍِخ ثبٔضٌُ 

, أِب اٌشٛائت  spin columnذاخٍخ ػّٓ رشوٍت عّٛد اٌفظً ٌدعٍٗ أوثش لبثٍٍخ ٌلاسرجبؽ ثأٌٍبف اٌضخبج اٌ

إٌّمى فً إٌٙبٌخ  RNA. ٌزُ اراثخ اٌـ wash bufferفٍزُ اٌزخٍض ِٕٗ ثغسً عّٛد اٌفظً ثّسٍٛي اٌغسً 

( . عٍٍّخ اٌزٕمٍخ ثبسزعّبي اٌىذ رسزغشق RNase- free water) RNAثبسزعّبي ِبء ِمطش خبًٌ ِٓ أضٌُ اٌـ 

 إٌّمى ٌّىٓ اسزخذاِٗ فً اٌزدبسة اٌزبٌٍخ: RNAـ دلٍمخ ٚاٌ 30

RT-PCR Northen blotting primer extension , mRNA selection and cDNA synthesis. 

 

 -:RNaseالخطىاث اللازم احببعهب لخقليل الخلىد ببنسين الـ 

 ٌدت اسرذاء اٌظذسٌخ ٚاٌىفٛف اثٕبء اٌعًّ. -1

 (.Rnase-Freeالأٚرِٛبرٍىٍخ ٌدت أْ رىْٛ ِعمّخ )وً الأدٚاد اٌّسزخذِخ ٚاٌّبطبد  -2

 

 :DNAالخطىة الاخخيبريت لازالت بقبيب الـ ● 

 )اٌّسؼش فً ِسٍٛي ٌزىْٛ ِٓ : DNase Iِبٌىشٌٍٚزش ِٓ أضٌُ  100فً اٌخطٛح الأٌٚى: رؼبف 

50 mM Tris-HCl (Ph=7.5), 10 mM MnCl
2
, 50 ug/ml BSA at 25ᵒC) 

دلبئك ثُ ٕٔمً اٌى عٍٍّخ اٌغسً فً خطٛح  10ٌزشن فً زشاسح اٌغشفخ ٌّذح  RB columnاٌى ِٕزظف عّٛد اٌـ 

 .4سلُ 
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 -طريقت العول:

 :RBC lysis and Cell harvestingرسًٍٍ خلاٌب اٌذَ اٌسّشاء ٚخّع اٌخلاٌب  -1

 .anti-coagulant-treated collectiontibe (RNase-Free)اخّع دَ أسبْ فً أٔجٛة ِبٔع ٌٍزخثش  -

-ml eppendorf tube (RNase 1.5اٌى أجٛة اثٕذٚسف  RBC lysis bufferًِ ِٓ اٌـ  1اػف  -

Free). 

 ِٓ دَ الأسبْ ٚ اِضج اٌعٍٕخ ثبٌزمٍٍت. μl 300اػف  -

 دلبئك )سج اٌعٍٕخ ثشىً ِزمطع ٌٚفزشاد لٍٍٍخ اثٕبء اٌسؼٓ فً اٌثٍح(. 10ازؼٓ اٌعٍٕبد عٍى اٌثٍح ٌّذح  -

 .4ᵒC  ٚ3000 xgدلبئك ٚعٍى دسخخ زشاسح  5وضي ٌّذح ػع اٌعٍٕبد فً خٙبص اٌطشد اٌّش -

 μl of RBC lysis 100  اًّ٘ اٌشاشر ثشىً ربَ ثُ أعذ رعٍٍك اٌشاست )اٌخلاٌب اٌجٍؼبء( ثبسزخذاَ  -

buffer .ثٛاسطخ اٌّبٌىشٚثبٌجٍذ 

 

 -ححليل الخلايب: -2

اٌى اٌخلاٌب اٌّعبد رعٍٍمٙب ِٓ  μl of RB buffer  ٚ4μl of b-mercaptoethanol 400اػف  -

 .vortexٚسج اٌعٍٕخ ثشىً لٛي  1اٌخطٛح سلُ 

 دلبئك. 5ازؼٓ اٌعٍٕبد فً دسخخ زشاسح اٌغشفخ ٌّذح  -

 

 RNA (RNA binding:)حنقيت  -3

اٌى  RNase  ,DNaseِسؼش فً ِبء ِمطش خبًٌ ِٓ أضًٌّ اٌـ  μl of 70% ethanol 400أػف  -

ِع رىسٍش أي ساست ِزجمً  vortexِع اٌشج ثشىً لٛي  2ٛح سلُ اٌعٍٕخ اٌزً رُ رسٍٍٍٙب فً اٌخط

 ثٛاسطخ اٌجبٌجٍذ.

 .collection tubeفً أٔبثٍت خّع اٌعٍٕبد  RB columnػع اٌـ  -

 .RB columnِٓ اٌّسٍٛي اٌسبثك اٌى  μl 500أمً  -

 .xg for 1 min 16000-14000ػع اٌعٍٕبد فً خٙبص اٌطشد اٌّشوضي  -

 خلاي اٌعّٛد ٚأمً ِبرجمى ِٓ اٌخٍٍؾ اٌسبثك اٌى ٔفس عّٛد اٌفظً.اًّ٘ اٌّسٍٛي اٌّزششر  -

 .xg 16000-14000اؽشد اٌعٍٕبد ِشوضٌب ٌّذح دلٍمخ ٚازذح  -

 اًّ٘ اٌّسٍٛي اٌّزششر خلاي اٌعّٛد ثُ أمً عّٛد اٌفظً اٌى أجٛة خّع اٌعٍٕبد آخش ٔظٍف. -

 زوٛسح أعلاٖ(.)أظش اٌّلازظخ اٌّ DNAخطٛح اخزٍبسٌخ: رسطٍُ ِبرجمى ِٓ اٌـ  -

 

 -هرحلت الغسل: -4

 .RB columnاٌى  μl of W1 buffer 400اػف  -

 .16000xg-14000ثبٍٔخ  30ػع اٌعٍٕبد فً خٙبص اٌطشد اٌّشوضي ٌّذح  -

 اٌى أجٛة خّع اٌعٍٕبد. RB columnاًّ٘ اٌّسٍٛي اٌّزششر خلاي اٌعّٛد ثُ أمً  -

 .μl of Wash buffer 600اػف  -
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 ثبٍٔخ. 30ٌّذح  xg 16000-14000اؽشد اٌعٍٕبد ِشوضٌب  -

 اًّ٘ اٌشاشر ثُ أعذ عّٛد اٌفظً اٌى أٔجٛة خّع اٌعٍٕبد. -

 .μl of Wash buffer 600اػف  -

 ثبٍٔخ. 30ٌّذح  xg 16000-14000اؽشد اٌعٍٕبد ِشوضٌب  -

 اًّ٘ اٌشاشر ثُ أعذ عّٛد اٌفظً اٌى أٔجٛة خّع اٌعٍٕبد. -

 دلبئك. 3ٌّذح  xg 16000-14000خفف عّٛد اٌفظً ثبٌطشد اٌّشوضي  -

 

 :RNAاذابت الـ  -5

 .(RNase-free)ػع عّٛد اٌفظً اٌزي رُ ردفٍفٗ فً اٌخطٛح اٌسبثمخ فً أٔجٛة اثٕذٚسف  -

 فً ِٕزظف عّٛد اٌفظً. μl of RNase-free water 50اػف  -

لذ رُ اِزظبطٗ ِٓ لجً اٌفٍزش اٌّسزخذَ  RNase-Free waterدلٍمخ ٌؼّبْ اْ  1ارشن الأٔجٛة ٌّذح  -

 فً عّٛد اٌفظً.

 اٌّزجمً. RNAدلٍمخ ٌزدٍّع اٌـ  1ٌّذح  xg 16000-14000اؽشد اٌعٍٕبد ِشوضٌب  -

  وّب ٘ٛ ِزوٛس أعلاٖ. DNA: رسطٍُ ثمبٌب اٌـ 2خطٛح اخزٍبسٌخ  -

  

 


