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  -ٚرٌه ٌؼذج أعثاب أّ٘ٙا: DNAلاعرخلاص اٌـ 

 ِٚرطٛس.ِثشِح ٚفك ٔظاَ خاص ١ِّٚض ا تٛاعطح خٙاص راذ١ ٠DNAغرخٍض اٌـ  -1

 ذدشٞ ػ١ٍّح الاعرخلاص ٚفك ٔظاَ ِحىُ. -2

 ٠ىْٛ فشطح اٌرؼشع اٌٝ اٌرٍٛز ألً. -3

 اٌرٟ ٠رُ اٌحظٛي ػ١ٍٙا. ٠DNAّىٓ ِؼشفح و١ّح اٌـ  -4

 دل١مح. 40-60خلاي  RNAاٚ اٌـ  ٠DNAّىٓ اٌحظٛي ػٍٝ اٌـ  -5

 رخلاص اٌـفّثلا اٌىد اٌخاص تاع ٠DNAىْٛ ٕ٘ان ود خاص تىً ِظذس ٠شاد اٌحظٛي ِٕٗ ػٍٝ اٌـ      

DNA  الأغاْ ٠خرٍف ػٓ اٌىد اٌخاص ِٓ ػضي اٌـ ِٓDNA  ٚإٌثاخ ٚوزٌه ٠خرٍف ػٓ اٌثىرش٠ا ا ِٓ

 RNAتً ٠ّىٓ أْ ٠رُ ػضي اٌـ  Genomic DNAاٌح١ٛاْ ٚ٘ىزا ..... وّا أْ ٘زا اٌدٙاص لا٠مرظش ػٍٝ ػضي 

ِٕٗ وٛد خاص تٗ ٠ؼطٝ  DNAي اٌـ اٌثلاص١ِذ, ار أْ تالاػافح اٌٝ اٌىد فاْ ٌىً ِظذس ٠شاد ػض DNAأٚ اٌـ 

ِٕٗ ػٍٝ اعاط اٌشلُ اٌزٞ ٠ؼطٝ ٌٍدٙاص ٚفك لائّح خاطح ِشفمح ِغ اٌدٙاص  DNAٌٍدٙاص ٠ٚرُ اعرخلاص اٌـ 

 ذأذٟ ِٓ اٌششوح اٌّظٕؼح.

 -:DNAأنىاع انكت انخاصة بعسل انـ 

 ,......(. blood  ,urineِٓ الأغاْ ِثلا ) DNAاٌىد اٌخاص تاعرخلاص اٌـ  -1

 .DNA  ِٓanimal tissueاٌىد اٌخاص تاعرخلاص اٌـ  -2

 . DNA  ِٓcultured cellsاٌىد اٌخاص تاعرخلاص اٌـ  -3

 ساَ ٚاٌخّائش.گِٓ اٌثىرش٠ا اٌّٛخثح ٚاٌغاٌثح ٌظثغح  DNAاٌىد اٌخاص تاعرخلاص اٌـ  -4

 ِٓ الأٔغدح إٌثاذ١ح ٚاٌثزٚس. DNAاٌىد اٌخاص تاعرخلاص اٌـ  -5

 

٠حرٛٞ ػٍٝ وً اٌثفشاخ اٌخاطح تؼ١ٍّح الاعرخلاص ٚاٌرٟ ذشًّ  cartridges ٠حرٛٞ اٌىد ػٍٝ      

binding buffer  ,washing buffer  ,elution biffer  ٚmagnetic bead solution  ًٚوcartridge 

أْ ٠حفظ  ٠cartridgeىْٛ ِحىُ اٌغٍك تٛاعطح اٌف٠ًٛ ٌىٟ ٠ح١ّٗ ِٓ اٌرغشب اٚ اٌرثخش ٚاٌرٍٛز ٠ّٚىٓ ٌٍـ 

 لأوثش ِٓ عٕر١ٓ . (25ºC-15)حشاسج  تذسخح

 disposableوّا ٠حرٛٞ ػٍٝ  ٠Proteinase K  ,RNaseحرٛٞ اٌىد ا٠ؼا ػٍٝ أض٠ّاخ ِحٍٍح ِثً      

tips  ٚreaction tubes  ٚelution tubes  ٍٝوّا ٠حرٛٞ ػDNase – Rnase – free. 
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ػٕذ الاعرخلاص ِٓ تؼغ اٌؼ١ٕاخ ذحراج ِؼاٍِرٙا تّؼاِلاخ خاطح لثً اٌثذء تؼ١ٍّح الاعرخلاص ِثلا      

ِٓ  ml 1.0فٟ  mg  ِٓproteinase K 20الأٔغدح اٌح١ٛا١ٔح )ػؼلاخ , وثذ , لٍة ......( ذرطٍة اراتح 

DNase-and RNase-free water  ٟٚٚػؼٗ فshaking water bath  60تذسخح حشاسجºC ِٚ ًّثُ ػ ٓ

centrifuge  وزٌه ٠دة ٚػغ ,tissue lysis buffer  ٟفshaking water bath  60تذسخح حشاسجºC 

 ذدٕثا ٌرشعة اٌثفش اثٕاء فرشج اٌخضْ ِٚٓ ثُ أخز اٌشاشح. centrifugeِٚٓ ثُ ػًّ 

ٌثذء تؼ١ٍّح ساَ أٚ اٌخّائش ف١دة ِؼاٍِح اٌؼ١ٕح لثً اگِٓ اٌثىرش٠ا اٌّٛخثح ٌظثغح  DNAأِا ػٕذ ػضي اٌـ 

تـ  spheroplastsثُ ذؼٍك اٌـ  spheroplastsٌٍحظٛي ػٍٝ  lysozymeأٚ  lyticaseالاعرخلاص تٛاعطح 

provided resuspension buffer .ٌٍحظٛي ػٍٝ إٌر١دح اٌّطٍٛتح 

 

  Nucleic acid quantitationتقدير الأحماض اننىوية 

فٟ اٌؼ١ٕح ٚدسخح  RANأٚ اٌـ  DNAذؼذ ذمذ٠ش اٌحاِغ إٌٛٚٞ فٟ اٌؼ١ٕح ػ١ٍّح ِّٙح ٌرحذ٠ذ ِمذاس ذشو١ض اٌـ 

 PCRِثً خٙاص اٌـ  DNAٔماٚذٗ ٚذؼرّذ ػٍٝ ٘زٖ اٌؼ١ٍّح اٌىث١ش ِٓ اٌفحٛطاخ ٚاٌرفاػلاخ اٌخاطح تاٌـ 

 ٚأخٙضج ٚساث١ح أخشٜ.

 -فٟ اٌؼ١ٕح ِٕٙا: DNAٕ٘ان اٌؼذ٠ذ ِٓ اٌطشق اٌّغرؼٍّح ٌم١اط اٌـ 

 spectrophotometerخٙاص اٌّط١اف اٌؼٛئٟ  -1

 nanodropخٙاص  -2

 nanodropجهاز     

فٟ ٘زا اٌدٙاص ػ١ٍّح عٍٙح ٚعش٠ؼح اػافح اٌٝ أٙا ذىشف ٌٕا  RNAأٚ  ٠DNAؼرثش ل١اط اٌحاِغ إٌٛٚٞ 

 -ٔغثح اٌخطأ اٌّحرًّ ٚخٛدٖ فٟ اٌؼ١ٕح. اْ اٌمشاءاخ اٌم١اع١ح ٌٍحاِغ إٌٛٚٞ ٟ٘ وا٢ذٟ:

~ DNA= 1.8 

~ RNA= 2.0 

٠ٚح ػٍٝ أِا اٌمشاءاخ اٌرٟ ذخرٍف ػٓ ٘زٖ إٌغة فٟٙ دلاٌح ػٍٝ ٚخٛد ذٍٛز فٟ اٌؼ١ٕح, أٞ أْ اٌؼ١ٕح لاصاٌد حا

 .nm 280-260اٌثشٚذ١ٓ أٚ تؼغ اٌّٛاد الأخشٜ. ذرُ اٌمشاءج ػٕذ ؽٛي ِٛخٟ 

 

 

 -طريقة عمم انجهاز:

 ( اٌّٛخٛدج ػٍٝ عطح اٌّىرة.nanodropeاخرش الأ٠مٛٔح اٌخاطح تاٌدٙاص ) -1

 ِٓ اٌمائّح. nucleic acidاخرش  -2

 اخرش ٔٛع اٌحاِغ إٌٛٚٞ. -3
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 .ng/µlاخرش اٌٛحذج اٌم١اع١ح اٌخاطح تاٌحاِغ إٌٛٚٞ ٟٚ٘  -4

٘ٛ اٌّلائُ ٌم١اط ٚذمذ٠ش  280-260اخرش اٌطٛي اٌّٛخٟ اٌّلائُ اٌّشاد فحظٗ, أْ اٌطٛي اٌّٛخٟ  -5

 اٌحاِغ إٌٛٚٞ.

( لاػافح خ١ّغ اٌم١اعاخ اٌخاطح تد١ّغ ػ١ٕاذه ٚحفظٙا ٌح١ٓ add to the reportاخرش الأ٠مٛٔح ) -6

 ػٕذ اٌحاخح.اٌشخٛع ا١ٌٙا 

)اٌّحٍٛي اٌّز٠ة ٌٍحاِغ إٌٛٚٞ( ٠دة أْ ٠ىْٛ ٘زا اٌّحٍٛي ِز٠ة  blankطفش اٌدٙاص تٛاعطح اٌـ  -7

اٌّغرؼًّ ٌرظف١ش اٌدٙاص ٠دة أْ ٠ىْٛ تٕفظ دسخح اٌـ  blankخ١ذ ٌٍحاِغ إٌٛٚٞ اػافح اٌٝ اْ اٌـ 

pH .ٌٕٞٚٛٚٔفظ اٌذسخح الأ١ٔٛ٠ح ٌٍّحٍٛي اٌّغرؼًّ ٌٍّز٠ة ٌٍحاِغ ا 

 .blankِٓ ِحٍٛي اٌثلأه ػٍٝ ػذعح اٌدٙاص ثُ أضي رساع اٌدٙاص ثُ اػغؾ ػٍٝ وٍّح  µl 2-1ػغ  -8

ء اٌدٙاص ذ( ١ٌثmeasureٔظف اٌؼذعح تٛسق اٌرٕظ١ف اٌخاص ثُ ػغ اٌؼ١ٕح ٚاػغؾ ػٍٝ وٍّح ) -9

 تاٌم١اط.

 


