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 عزل البلازميدات

Plasmids Isolation 

ػٍٝ شىً دٚائش طغ١شح, ِزٛاعذح داخً عب٠زٛثلاصَ اٌخ١ٍخ  DNAاٌجلاص١ِذاد ػٕبطش ٚساص١خ ِٓ عض٠ئبد      

اٌجىز١ش٠خ, خبسط اٌىشِٚٛعَٛ اٌجىز١شٞ ٚلأٔٙب ِٕفظٍخ ػٓ اٌىشِٚٛعَٛ فبٔٙب رزىبصش ثظٛسح ِغزمٍخ ػٕٗ, الا أْ 

فٟ  اٌجؼغ ٕ٘بن ثلاص١ِذاد ٠شرجؾ رؼبغفٙب فٟ اٌخ١ٍخ ثزؼبػف اٌىشِٚٛعَٛ. رخزٍف اٌجلاص١ِذاد ػٓ ثؼؼٙب

أػذاد إٌغخ اٌّٛعٛدح ثبٌخ١ٍخ, ٚرحًّ اٌجلاص١ِذاد ع١ٕبد رؼ١ف ٌٍخ١ٍخ طفبد اػبف١خ الا أٔٙب غ١ش اٌحغُ ٚ

ػشٚس٠خ ٌح١بح اٌخ١ٍخ ٚلارؤصش ػٍٝ ح٠ٛ١خ اٌخلا٠ب ٠ٚذي ػٍٝ رٌه أٗ ٠ّىٓ ٌجؼغ اٌّٛاد اٌى١ّ١ب٠ٚخ اصاٌخ 

ٌجىز١ش٠خ ٠زٕبلض أػذاد اٌجلاص١ِذاد ِٓ اٌخ١ٍخ ػٓ ؽش٠ك ٚلف رىبصش٘ب, ٚثبعزّشاس رؼبػف اٌخلا٠ب ا

 .Cured cellsاٌجلاص١ِذاد حزٝ ٔحظً ػٍٝ خلا٠ب ثىز١ش٠خ خب١ٌخ ِٓ اٌجلاص١ِذاد 

ٕ٘بن  ثبحزٛائٙب ػٍٝ اٌجلاص١ِذاد الا أْساَ گجىز١ش٠خ اٌّٛعجخ ٚاٌغبٌجخ ٌظجغخ رّزبص وً ِٓ اٌخلا٠ب اٌ     

ساَ , ٠شعغ رٌه لاخزلاف گغخ ٌجخ ٌظجٓ اٌجىزش٠ب اٌّٛعجخ ٚاٌغبلاف فٟ ؽشق اعزخلاص اٌجلاص١ِذاد ث١اخز

( copy numberٌخ١ٍخ اٌجىز١ش٠خ, فٕغذ أْ ػذد ٔغخ إٌٛع )ارشو١ت اٌغذاس اٌخٍٛٞ ٚػذد ٔغخ إٌٛع داخً 

اٌجلاص١ِذ اٌٛاحذ فٟ اٌّٛعجخ ألً ثىض١ش ػٕٗ فٟ اٌخ١ٍخ اٌغبٌجخ ٌظجغخ عشاَ ِّب٠ؤصش فٟ وفبءح ٚعٌٙٛخ ػ١ٍّخ 

 خزلاف ؽشق اٌؼضي.ػضي اٌجلاص١ِذاد ػلاٚح ػٍٝ ا

ػ١ٍٗ ٠ّىٓ ٌٍجبحض١ٓ ١ٕبد ِٓ ٚاٌٝ اٌىبئٕبد ٠ٚطٍك ػٍٝ اٌجلاص١ِذاد ٔٛالً لاعزخذاِٙب فٟ ٔمً اٌغ     

اٌّخزظ١ٓ اٌزحىُ فٟ رشو١ت اٌجلاص١ِذاد )إٌٛالً( لادخبي طفبد ٚساص١خ "اٌغ١ٕبد" ِشغٛثخ, ِٚٓ صُ ادخبٌٙب 

 ع١زُ ز١ش٠خ ثغشع الاعزفبدح ِٓ خبط١خ اٌزىبصش اٌزارٟ ٌٙب ٚػ١ٍٗاِب داخً اٌخ١ّشح أٚ اػبدح ادخبٌٙب ٌٍخ١ٍخ اٌجى

ٚرخزٍف اٌجلاص١ِذاد ػٓ ثؼؼٙب اٌجؼغ ِٓ  أزبط و١ّبد وج١شح ِٓ ٘زٖ اٌغ١ٕبد رغّٝ ٘زٖ اٌؼ١ٍّخ ثبٌىٍٛٔخ

ح١ش اٌٛصْ اٌغض٠ئٟ فّٕٙب اٌىج١ش ِٕٚٙب اٌظغ١ش ٚثبٌزبٌٟ رخزٍف فٟ حٍّٙب ٌٍغ١ٕبد فّٕٙب ِبلا٠حزٛٞ ػٍٝ أٞ 

ّخزجش رحزٛٞ ػٍٝ اٌخظبئض ٠ٌّىٓ ثٕبء ثلاص١ِذاد فٟ ا ع١ٓ ث١ّٕب ٕ٘بن أٔٛاع وج١شح رحزٛٞ ػٍٝ ػذح ع١ٕبد.

 الأعبع١خ ِضً ِٕطمخ اٌزؼبػف, ِمبِٚخ اٌّؼبداد اٌح٠ٛ١خ, ِٕبؽك حغبعخ لأض٠ّبد اٌمطغ.

ٌٛلذ اٌحبػش الا أْ ؽشق د أطجح ع١بلب ػبِب فٟ ااػٍٝ اٌشغُ ِٓ أْ ػضي ٚرٕم١خ دٔب اٌؼذ٠ذ ِٓ اٌجلاص١ِذ     

ػضي اٌجلاص١ِذاد لاصاٌذ رغبثٗ ثؼغ اٌّشبوً ثغجت ػذَ ٚعٛد ؽش٠مخ ػبِخ ٚاحذح ٌؼضي اٌجلاص١ِذاد ِٓ 

 اٌجىزش٠ب. 

رؼزّذ ؽشق رٕم١خ اٌجلاص١ِذ اعبعب ػٍٝ الاخزلاف فٟ اٌطج١ؼخ اٌف١ض٠ب٠ٚخ ٌىً ِٓ دٔب اٌجلاص١ِذ ٚدٔب      

ٚاٌشىً اٌف١ض٠بٚٞ. ِٓ اٌّؼشٚف أْ حغُ اٌجلاص١ِذاد طغ١شح عذا  اٌىشِٚٛعَٛ ٚخبطخ ِٓ ٔبح١زٟ اٌحغُ

% ِٓ حغُ وشِٚٛعَٛ 8ثبٌّمبسٔخ ِغ حغُ وشِٚٛعَٛ اٌجىزش٠ب فبْ أوجش اٌجلاص١ِذاد لارشىً الا حٛاٌٟ 

ح١خ اٌشىً فؼٍٝ اٌشغُ ِٓ أٔٙب رشبثٗ فٟ ح١ٓ رٛعذ ثلاص١ِذاد أطغش ِٓ رٌه ثىض١ش. أِب ِٓ ٔب E. coliثىزش٠ب 

اٌجىزش٠ب فٟ وٛٔٙب حٍضٚٔب ِضدٚعب دائشٞ اٌشىً الا أٔٙب رٛعذ داخً اٌخلا٠ب ثشىً ِخزٍف ػٓ  َعٛوشِٚٛ

ٚرجمٝ ػٍٝ  Supercoiled molecعض٠ئبد ػب١ٌخ الاٌزفبف اٌىشِٚٛعَٛ ح١ش رىْٛ ٍِزفخ ػٍٝ ٔفغٙب ِىٛٔخ 

٘زا اٌشىً ِبٌُ ٠زؼشع خ١طٟ اٌحٍضْٚ اٌٝ وغش ٚرغّٝ ٘زٖ اٌغض٠ئبد اعُ اٌغض٠ئبد اٌذائش٠خ اٌّغٍمخ رغب١ّ٘ب 
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Covalently closed-circular molecules (ccc) اٌحٍضْٚ ٌٍمطغ رفمذ  احذٜ خ١طٟ , ٚفٟ حبٌخ رؼشع

اِب فٟ حبٌخ  Open-circular molecules (oc)اٌغض٠ئخ خبط١خ الاٌزفبف اٌؼبٌٟ ِىٛٔخ عض٠ئخ دائش٠خ ِفزٛحخ 

 .Linear moleculeلطغ خ١طٟ اٌحٍضْٚ فٟ ٔفظ اٌّىبْ فغزٕزظ عض٠ئخ خط١خ 

  طرق عسل البلازميدات:

لأعً اٌحظٛي ػٍٝ ثلاص١ِذاد ثٕمبٚح ػب١ٌخ لاثذ ِٓ فظٍٙب ػٓ اٌمطغ اٌىشِٚٛع١ِٛخ اٌّزٛاعذح ِؼٙب فٟ      

ا١ٌّّض ٌغض٠ئبد اٌجلاص١ِذ ار رؼزّذ ؽشق ػضي اٌجلاص١ِذ اػزّبدا ػٍٝ اٌشىً اٌشائك ٠ٚزُ رٌه ثبعزغلاي اٌشىً 

١ٍخ اٌجىز١ش٠خ ِٚٓ أُ٘ ٘زٖ اٌطشق ٟ٘ ؽش٠مخ اٌطشد اٌّشوضٞ فٟ ا١ٌّّض ٌٍجلاص١ِذاد ِمبسٔخ ِغ وشِٚٛعَٛ اٌخ

 ِحٍٛي وٍٛس٠ذ اٌغ١ض٠َٛ ِزذسط اٌىضبفخ ٚؽش٠مخ اٌزحًٍ اٌمبػذٞ.

 طريقة الطرد المركسي في محلول كلوريد السيسيوم متدرج الكثافة   -1

Purification of Plasmids by Cesium Chloride Density Gradient 

Centrifugation 

رغُزخذَ ٘زٖ اٌطش٠مخ ٌٍحظٛي ػٍٝ و١ّبد وج١شح ِٓ اٌجلاص١ِذاد اٌّشوجخ ٚثٕمبٚح ػب١ٌخ لإعشاء دساعبد      

ثؼذ رٌه  Spheroplastsِٓ اٌخلا٠ب صُ ٔمَٛ ثزشو١ض٘ب ٚرح٠ٍٛٙب إٌٝ  ml 500أخز ٔ ؼخ ػ١ٍٙب,أخشٜ ِغزف١

إر رؼُزجش ٘زٖ ِبدح و١ّ١بئ١خ ِؼزذٌخ ٌٙب اٌمذسح ػٍٝ إحذاس صمٛة فٟ اٌغذاس  Triton X-100رؼبًِ ثّبدح 

اٌخٍٛٞ ٌٍخلا٠ب دْٚ رحط١ّٙب ف١زّىٓ اٌجلاص١ِذ ِٓ اٌزغشة ػجش ٘زٖ اٌضمٛة إٌٝ اٌخبسط ربسوبً اٌىشِٚٛعَٛ 

 ِغ اٌخلا٠ب. Pelletفٟ اٌذاخً ٚاٌزٞ ع١زحٛي ف١ّب ثؼذ إٌٝ 

ٞ ػٍٝ اٌجلاص١ِذ ِشح أخشٜ ػٓ ؽش٠ك اٌطشد اٌّشوضٞ ِزذسط اٌىضبفخ, إر ٠زُ ٠ُٕمٝ اٌّحٍٛي اٌشائك اٌحبٚ     

إٌٝ ٘زا اٌّحٍٛي إٌبرظ ِٓ رىغ١ش اٌخلا٠ب صُ ٠ُٕمً  Et Brٚ ثش١ِٚذ الأص١ذ٠َٛ  CsClإػبفخ وٍٛس٠ذ اٌغ١ض٠َٛ 

شد ٌّذح ١ِٛ٠ٓ. ٠ؤدٞ ٘زا اٌط rpm 40.000إٌٝ أٔبث١ت اٌطشد اٌّشوضٞ ٠ٚؼًُّ ٌٙب ؽشد ِشوضٞ ثمٛح 

اٌّشوضٞ إٌٝ رح٠ًٛ ِحٍٛي وٍٛس٠ذ اٌغ١ض٠َٛ إٌٝ ِحٍٛي ِزذسط اٌىضبفخ إر عزىْٛ ٘غشح اٌغض٠ئبد إػزّبداً 

ػٍٝ وضبفزٙب فغزىْٛ اٌطجمخ اٌطبف١خ حب٠ٚخ ػٍٝ اٌغض٠ئبد الألً وضبفخ ث١ّٕب رضداد وضبفخ اٌغض٠ئبد وٍّب رذسعٕب 

ِخزٍفخ اٌىضبفخ فغزىْٛ ٘زٖ اٌغض٠ئبد ػٍٝ شىً  إٌٝ لؼش الأٔجٛة, فبرا وبْ ٘زا اٌّحٍٛي حبٚٞ ػٍٝ عض٠ئبد

 DNA. إْ وضبفخ وً ِٓ خ ٘زٖ اٌغض٠ئبدٞ إػزّبداً ػٍٝ وضبفحضَ رخزٍف ِٛالؼٙب فٟ أٔجٛة اٌطشد اٌّشوض

اٌجلاص١ِذ ٚاٌٍّٛصبد اٌىشِٚٛع١ِٛخ ٟ٘ ٔفغٙب ٌزا عزىْٛ ٕ٘بن طؼٛثخ فٟ اٌفظً ث١ّٕٙب, ٌٍٚزغٍت ػٍٝ ٘زٖ 

 ١ذ الأص١ذ٠َٛ ٌٍزخٍض ِٓ اٌغض٠ئبد اٌىشِٚٛع١ِٛخ.اٌّشىٍخ رؼُبف ِبدح ثشِٚ

ؼبف ثش١ِٚذ الأص١ذ٠َٛ إٌٝ ٘زا اٌّحٍٛي إر وّب ٘ٛ ِؼشٚف أْ ثش١ِٚذ الأص١ذ٠َٛ ٟ٘ ِبدح ولاث١خ ٌٙب اٌمذسح رُ      

ػٓ ؽش٠ك إلحبَ ٔفغٙب ث١ٓ اٌمٛاػذ إٌزشٚع١ٕ١خ اٌّزغبٚسح ِغججخ فه إٌزفبف  DNAػٍٝ الإسرجبؽ ثغض٠ئبد 

الأخشٜ )غ١ش اٌجلاص١ِذ٠خ( رّزٍه ٔٙب٠بد حشح غ١ش ِشرجطخ ثؼىظ  DNA. ثّب أْ عض٠ئبد DNAحٍضْٚ 

اٌجلاص١ِذ ٚإْ ٘زٖ إٌٙب٠بد اٌحشح عزغّح ٌٙب ِٓ الإسرجبؽ ثى١ّبد وج١شح ِٓ ثش١ِٚذ الأص١ذ٠َٛ ثؼىظ 

ؾ ثى١ّبد وج١شح ِٓ اٌجلاص١ِذاد اٌزٟ رىْٛ ٔٙب٠برٙب ِشرجطخ ثمٛح فبْ إٔفىبوٙب ع١ىْٛ ِحذٚداً ٚثبٌزبٌٟ لارشرج

الأخشٜ ٚاٌّشرجطخ ثى١ّبد وج١شح ِٓ  DNAثش١ِٚذ الأص١ذ٠َٛ ٌزا عزضداد وضبفخ اٌجلاص١ِذاد ػٓ ثبلٟ عض٠ئبد 

وٍّب لٍذ وضبفزٙب ٚثٙزا عزىْٛ  DNAثش١ِٚذ الأص١ذ٠َٛ إر وٍّب إصداد إسرجبؽ ثش١ِٚذ الأص١ذ٠َٛ ثغض٠ئخ 

 اٌجلاص١ِذاد فٟ الأعفً.
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رحذد ِٛالغ حضَ اٌذٔب فٟ ِحٍٛي وٍٛس٠ذ اٌغ١ض٠َٛ ثزؼش٠غ الأٔجٛثخ اٌٝ الاشؼخ فٛق اٌجٕفغغ١خ ٔز١غخ ٌٛعٛد      

ثش١ِٚذ الاص١ذ٠َٛ ِؤد٠خ اٌٝ رأٌمٙب ثبٌٍْٛ الأحّش ٚثؼذ رحذ٠ذ ِٛالغ اٌحضَ رغحت حضِخ دٔب اٌجلاص١ِذ ثغشط حمٕخ 

خ ٚعحت اٌحضِخ اٌّطٍٛثخ ثحزس. رضاي طجغخ ثش١ِٚذ خلاي عذساْ أجٛثخ اٌطشد اٌّشوضٞ اٌجلاعز١ى١ؽج١خ 

الأص١ذ٠َٛ ِٓ اٌذٔب اٌجلاص١ِذٞ ٚرٌه ثغغٍٗ ػذح ِشاد ثبٌج١ٛربٔٛي ٌح١ٓ اخزفبء اٌٍْٛ الأحّش  ٠ٚزُ اٌزخٍض ِٓ 

عض٠ئبد وٍٛس٠ذ اٌغ١ض٠َٛ ثبعزخذاَ اٌذ٠ٍضح صُ رشوض اٌؼ١ٕخ ثبعزخذاَ اٌىحٛي الأص١ٍٟ اٌّطٍك ٚحفظٙب فٟ اٌضلاعخ 

 ٓ الاعزؼّبي.ٌح١

 

 

 

 

 

 

 


