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    DNA extraction :استخلاص الحامض النووي الدنا

مذذدح يمعشيفخ منن  أمبكنًِجذ فُ  مب نسجخ صغّشح من مكًنبد الخلّخ يعبدح الذبمض النًيَ الذنب ِشكل

ًِجننذ الننذنب ثشننكل مكمننز يمزمشكننض فننُ مكننب  ِننذعٍ  Procaryotic cellالخلّننخف فننُ الخلّننخ ثذانّننخ النننًاح 

يالزُ لا رنفصل عن ثقّخ مكًنبد الخلّخ ثغشبء خلًَف امب فُ الخلّخ دقّقخ النًاح  Nucleoiالمنطقخ النًيِخ 

Eucaryotic cell  ٌفًّجذ الذنب فُ مكب  مذنذد يونً الننًاح يالزنُ رنفصنل عنن ثقّنخ اجنضاء الخلّنخ الاخنش

 Nuclear % من الذنب ًِجذ فُ الننًاح منمن الكشيمًمنًي يِسنمٍ النذنب الننًي09َالُ ثغشبء خلًَ، دً

DNA َامنب الجقّنخ فًّجنذ فنُ المبِزًكًننذسِب يِسنمٍ النذنب المبِزًكًننذِش Mitochondrial DNA  ُيفن

نب ذف امنب فنُ الفّشيمنبد فًّجنذ الن  Chloroplast DNAالجلامنزّذاد الخرنشاء يِسنمٍ النذنب الجلامنزّذَ

% من الكزلخ الكلّخ للفبِشيطفكمّخ النذنب المًجنًدح فنُ الفّنبِشيط 09-09ثبلغلاف الجشيرّنُ يِشكل  مذبط

 قلّخ جذا ثبلمقبسنخ مع كمّزخ الذنب المًجًدح فُ الخلاِب الذقّقّخ يالجذانّخ النًاحف

رعننذ عملّننخ امننزخلاا الننذنب مننن العملّننبد الرننشيسِخ للذصننًا علننٍ نمننًرص الننذنب، ياِننب  كننب  مصننذس 

فننب  عملّننخ الامننزخلاا رزرننمن اصالننخ الشننًانت  الامننزخلاا ب ثكزشِننب، خلاِننب نجبرّننخ، خلاِننب دًّانّننخ  

 الأيلنٍا  عملّنخ امنزخلاا النذنب منن الكبنننبد الذّنخ مىمنخ جنذا يرممنل الخطنًح للذصًا علٍ الذنب نقّنب ف 

رعشف عملّخ الامنزخلاا للعذِذ من الزجبسة يالفذًصبد المخزجشِخ الًساثّخ الاخشٌفِمكن ا   يالأمبمّخ

عملّننخ الذصننًا علننٍ مننبدح مذننذدح مننك المجمننً  الكلننُ للمننًاد الاخننشٌ ثًامننطخ الزننبثّش  ثأنىننبثشننكل عننبي 

الفّضِننبنُ ايالكّمّننبنُف ا  امننزخلاا الننذنب فننُ دننبلاد كمّننشح رممننل المطلننت الامبمننُ للعذِننذ مننن العملّننبد 

 الجضِئّخ الاخشٌف

 الاهداف اىرئيسية لاستخلاص اىدنا هي:

فصنل النذنب منن كنل مكًننبد الخلّنخ الاخنشٌ منمن خطنًاد مزسلسنلخ، يِجنت ا  ِكنً  ونزا النذنب نقّنب   -1

يالنن ف ِمكننن فصننل الننذنب عننن المكًنننبد  RNAيثننذي  اَ ملًثننبد مننن ثشيرّنننبد اي كشثًوّننذساد اي 

 فالأخشٌالاخشٌ لا  يصنه الجضِئُ عبلُ مقبسنخ ثبلجضِئبد 

 المطلًثخف الأخشٌالزجبسة  لإجشاءالذنب الذصًا علٍ رشكّض اي كمّخ كبفّخ من  -2

 ُ من الملًثبد الاخشٌفلرذرّش دنب ري نقبيح عبلّخ يخب -3

مٍ وننزا العملّننخ يرسنن High molecular weight (HMW)رجىّننض دنننب ري يص  جضِئننُ عننبلُ  -4

Integrity  50يالزَ ِزشايح to 200 kbpف 
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ميددا اىقددرل ىددنىل يددال رميددا اىقددرل اددا اىنائتدداح اىويددة  ا ددد  ى  ااىدددن صتعددد ادددازل وددسه  اسددتخلا

 اىتاىية: ربععةالااىمستخداة لاستخلاص اىدنا تتضما اىخقواح 

 Preparation of cell extract (Cells   توضدير اىمسدتخيا اىخيدوت ستنسدير اىخلا دا -1

breakage)  

 لأَعنش  الخلًِخ لزسىّل خشيص الذنب يثقّخ مكًننبد الخلًِنخ الاخنشٌ يدي  الز يالأغشّخركسّش الجذسا  

الخلًِننخ ممننل الطذننن  يالأغشننّخاخننشٌف ونننبع العذِننذ مننن الطننشة المسننزخذمخ فننُ ركسننّش الجننذسا   أمننشاس

grindingالمضص اي الخلط ،  blending ُالرغط العبل ،high pressure  كل وزا الطشة رسمٍ الزكسنّش

 الخلًِخف الجذسا  أي الأغشّخ زكسّشمّكبنّكُ يالزُ رعطُ قًح عبلّخ لال

رذنذ  671ش الخلاِب النجبرّخ ِزم ثبمزخذاي النزشيجّن السبنل الزَ ِكنً  ري دسجنخ دنشاسح ياطئنخ جنذا ركسّ 

فلا رذزبص لممل وزا العملّبدفركسّش الخلاِب ِزم  ي الفطشِخ  الجكزّشِخ فامب الخلاِبفmortarالصفش مع الىبي  

ي / اي ثبمنزخذاي الطننشة الانضِمّننخف المن فننبد رعمننل  detergents)ثبمنزخذاي الطننشة الكّمّبنّننخ بالمن فننبد 

 DNases لأنضِمبدرمجّطُ  رأثّشالٍ انىب رملك  ثبلإمبفخاللجّذاد المًجًدح فُ الاغشّخ الخلًِخ  إراثخعلٍ 

يِمكننن ا  رمسنن  الجشيرّنننبد يثننزلك رسننبعذ فننُ اصالننخ الجشيرّنننبد مننن  DNAرعمننل علننٍ رذلّننل اا الزننُ 

ي EDTA المذلننًاف الاغشننّخ الخلًِننخ رذطننم اي رذلننل ثبمننزخذاي مذلننًا الامننزخلاا يالننزَ ِذزننًَ علننٍ

SDS  فُ اغلت الادّب 

  Purification of DNA from cell extract     تتقية اىدنا اا اىمستخيا اىخيوت: -2

يرّنننبد يالذننبمض النننًيَ الشنننب شمننن الج الننٍ الننذنب ِذزننًَ مذلننًا  المسننزخلم الخلننًَ كمّننبد ثبلإمننبفخ

RNA لزلك ِجت الزخلم من وزا الملًثبد للذصًا علٍ الذنب ثشكل نقُف 

                    Removal of Protein الجشيرّنبد إصالخ -1

 الجشيرّننبد يالزنُ رسنمٍ   إصالنخخذاي العذِذ من عملّبد ثبمز الأخشٌِزم فصل الذنب عن المكًنبد الخلًِخ 

Deproteinization Process  فِزم اصالنخ الجشيرّننبد منن يأنضِمّنخمن خلاا امنزخذاي معنبملاد ثشيرّنّنخ

النًيِخ يالزُ رممل الاخزلاف  يالأدمب المذلًا ثبلاعزمبد علٍ الصفبد بالخًاا  الفّضِبنّخ للجشيرّنبد 

 اىدر تيتاح اا اىمويوه هي: لإزاىة هتاك طر قتيا ، فُ عملّخ الزيثب 

 Deproteinization using   : الجشيرّنننبد ثبمننزخذاي المننزِجبد العرننًِخ إصالننخ -6

organic solvents   الجشيرّننبد رعزمنذ علنٍ الاخنزلاف فنُ ريثبنّنخ  لإصالنخمع م الطشة المسنزخذمخ

 النًيِنننخ جضِئنننبد مذجنننخ للمنننبء منننب الأدالنًيِنننخ يالجشيرّننننبد المنننزِجبد العرنننًِخف  الأدمنننب 

hydrophilic molecules   ،الجشيرّننبد فبنىنب  أمنبيرزية ثسنىًله منمن المذلنًا بالطجقنخ  المبنّنخ

المنزِجبد العرنًِخ  أشنىشرذزًَ علٍ ثقبِب بجنزيس  كبسونخ للمنبء رجعلىنب رنزية فنُ المنزِت العرًَف

المرنبف الّنه  chloroform  لًسيفنًسييالك phenol  الفّننًاالمسزخذمخ فنُ اصالنخ الجشيرّننبد ونُ 
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 isoamyl alcohol كمّخ قلّلخ 

 Enzymes  Deproteinization using  :  الأنضِمبدالجشيرّنبد ثبمزخذاي  إصالخ  -2

ًَ ثبمزخذاي الانضِمبد يالزُ منن اكمشونب ِمكن ا  رضاا الجشيرّنبد من مضِك المسزخلم الخل

، كلا الأنضِمّن ثبثزخ جذا يرسزخلم منن الفطشِنبد pronase ي  proteinase K  امزخذامب  اا 

 DNaseثشننكل طجّعننُ يِمكننن ا  رذرننش ثشننكل صنننبعُ يرمزننبص ثكًنىننب خبلّننخ مننن انضِمننبد 

 يلكن ركً  غبلّخ الممنف

منن الجشيرّننبد المًجنًدح  %09-09د انىب رسنزطّع ا  رضِنل المشكلخ فُ امزخذاي وزا الانضِمب

دّننا ا  يوننزا ِعننًد الننٍ ا  رذطننّم الجشيرّنننبد ِعزمننذ علننٍ رشكّننض الانننضِم يالمننبدح الامننبطف 

فوننزا المشنكلخ ِمكننن ا  معقًامنن الجشيرّنننبد منمن الًقنذ ال %09-09الاننضِم ِسنزطّع اصالننخ 

   رعبلك ثبمزخذاي ادذ المزِجبد العرًِخ فُ الامزخلاا يلمشح يادذح فقطف 

 RNA : Removal of RNAالذبمض النًيَ اا  إصالخ  -2

شنننب خننلاا عملّننخ امننزخلاا الننذنب ثبمننزخذاي الانضِمننبد يلكننن وننزا اصالننخ الذننبمض النننًيَ ال

الانضِمبد لا رضِل كل الشنب المًجًد يلنزلك نلادنب ثقنبء كمّنخ قلّلنخ مننه منع الذنبمض الننًيَ 

 ribonuclease A andالنذنبف منن افرنل ياسخنم الانضِمنبد المسنزخذمخ لىنزا الغنش  ونُ 

ribonuclease T 1 ِئخ الشنب يخبصخ عنذ القبعذح السبِزًمنّن يالزُ رسزطّع ا  رذطم جضC   ي

 اصالننخثعننذ امننزخذاي المننزِجبد العرننًِخ اي الانضِمننبد فننُ رذطننّم الجشيرّنننبد يفU  الًّسامننّل

بالطنشد  الذبمض النًيَ الشنب ِزم رشمّت الجشيرّنبد الممسًخخ ثبمزخذاي الزشمّت المّكبنّكُ

 Water Bathالزذرنّن فنُ الذمنبي المنبنُ   يالزَ ِزم إجنشاءا ثعنذ Centrifugationالمشكضَ 

 مجبششرب   

   precipitation of the DNAترسيب اىوااض اىتو ت اىدنا:  -3

ِزم رشمّت الذنب المًجًد منمن الطجقنخ المبنّنخ ثزشكّنضا ب رجمّعنه   ثبمنزخذاي ننًعّن سنّسنّن منن الكذنًا 

 فisopropanol  ايالاِضيثشيثبنً ethanol يومب الاِمبنًا 

،عملّنخ ريثنب  aqueous solution المبنُ رذّط ثجضِئبد الذنب فُ المذلًا  Polarجضِئبد المبء القطجّخ 

الذنب فُ المبء رذصل عن طشِق رفبعل قًَ ثّن الشذنخ السبلجخ لمجمًعخ الفًمفبد لجضِئخ الذنب مع الشذنخ 
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  فالمبءالمًججخ لجضِئخ المبء ممب ِؤدَ الٍ ريثب  الذنب فُ 

رشمّت الذنب ثبلكذًا ِعزمذ علٍ امبط رقلّل ريثبنّخ الذنب فنُ المبء،دّنا ِنزم امنبفخ الكذنًا النٍ المذلنًا 

المبنُ يالزَ ِعمل علٍ رجمّنع خّنًط النذنب منمن المذلنًا المنبنُ ثسنذت جضِئنبد المنبء منىنبف ثعنذوب ِنزم 

ثبمنزخذاي عملّنخ  Hookزخذاي الخطنبف مذت خًّط الذنب المزجمعخ يالزُ عبدرب  ركض  ثبللً  الاثنّض ثبمن

 الطشد المشكضَ لزشمّت خًّط الذنب فُ امفل انجًثخ الاخزجبسف

مل النٍ النذنب المزشمنت يرذشِكنه ثىنذيء لغنش  غسنل  2ثمقذاس  ethanol %70عنذوب ِزم امبفخ مذلًا 

خذاي عملّنخ الطننشد ثبمننزثعنذ رلننك نشمنت الننذنب منن وننزا المذلنًا النذنب ياصالننخ ثقّنخ الاملامننخ المزشمنجخ معننهف 

المشكننضَ يرزننشع انجًثننخ الاخزجننبس مفزًدننخ لمننذح نصننز مننبعخ لزجننز خّننًط الننذنب ثشننكل رننبي يرزطننبِش ثقبِننب 

 جضِئبد الاِمبنًاف

دسنت كمّنخ  µL699- 099 اي المبء المقطنش يثمقنذاس  TEاخّشا  ِزم اراثخ الذنب المزشمت ثبمبفخ مذلًا 

ٍ الّنًي الزنبلُ ثذسجنخ دنشاسح الغشفنخ لغنش  ريثنب  النذنب منمن الذنب المزشمت ثم ِزشع المذلًا الاخّنش الن

 ارا رًفش رلكف  Shakingالمذلًا ثشكل ربي يِفرل الزذشِك 

 Determination of the Purity and Quantity of DNA.تقد ر ترميس  نقا   اىدنا:    4 

قّنّم النزّجنخ، ثبلنسنجخ   ونُ رDNA, RNAالمشدلخ الأخّشح فُ اَ عملّخ امنزخلاا للادمنب  النًيِنخ ب

رشكّنض ينقنبيح الادمنب  النًيِنخ ثبمنزخذاي الزقنذِش  للذنب ِزرمن رلك رقنذِش نقنبيح النذنب يرشكّنضاف ِنزم رقنذِش

،رسزعمل طشِقنخ الامزصنبا Spectrophotometer System الطّفُ ثبمزخذاي جىبص المطّبف الرًنُ 

كلّىمنب فنُ مذبلّلىنب يونُ طشِقنخ منشِعخ يمنىلخ  لقّبط كمّخ الذنب اي الشنب اي nm219عنذ الطًا المًجُ 

 يدقّقخ لقّبط كمّخ الأدمب  النًيِخف

لقّنبط  nm219   عننذ الطنًا المنًجُ Optical Densityرسزعمل كمّنخ الامزصنبا ب الكمبفنخ الرنًنّخ 

 كمّخ الذنب لا  الذبمض النًيَ الذنب ِملك اعلٍ امزصنبا للكمبفنخ الرنًنّخ عننذ ونزا الطنًا المنًجُ ياقنل

فزسنزخذي  nm209 ف امنب كمّنخ الامزصنبا عننذ الطنًا المنًجُ  nm209امزصبا عنذ الطنًا المنًجُ 

منبِكشيغشاي منن  09رقبثنل  6لزقذِش كمّخ الجشيرّنبد المًجًدح ممن مذلًا الذنبفا  كمبفنخ منًنّخ قنذسوب 

   للذبمض النًيَ الشنبفml )/40µg  ثّنمب رقبثل ml )/50µgمل  6الذنب لكل 

يوُ  209مقسًمخ علٍ  219بلّل النقّخ للذنب اي للشنب ثقّمخ الكمبفخ الرًنّخ للطًلّن المًجّّن رزصز المذ

 للشنب يرقل القّمخ فُ دبلخ يجًد ملًثبد لنمًرص الذبمض النًيَ كبلجشيرّنبد يغّشوبف 2للذنب ي 0ف6

 طر قة اىعمو:
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فرل الاثزعنبد عنن امنزخذاي المنبء يِ TEف ِفرل امزخذاي مذلًا من م فُ عملّخ القّبط يافرلىب مذلًا 6

 المقطش لانه قذ ِؤدَ الٍ انفصبا ششِطُ الذنبف

 ف ِسزعمل المزِت نفسه المسزعمل فُ الاراثخ فُ رصفّش جىبص المطّبف الرًنُف2

منن نمنًرص النذنب  µL 29من المنزِت ثنم ِرنبف لنه  µL 6009 ثمقذاس  Cuvetteف رملئ دبيِخ النمًرص 0

 نبنًمزشف 209ي  219الكمبفخ الرًنّخ علٍ الطًا المًجُ  يِمضص ثشكل جّذ ثم رقشأ

يرممل القّمنخ النبرجنخ مقنذاس قّمنخ نقنبيح النذنب  209علٍ قّمخ القشاءح عنذ اا  219ف رقسم قّمخ القشاءح عنذ 4

يرممل القّمخ اعلٍ نقبيح للذنب، ارا انخفرذ القّمخ عن رلك فىزا ِشّش الٍ يجًد ملًثبد منع النذنب يمنن 

 فب  رلك ِشّش الٍ يجًد الذبمض النًيَ الشنبف 2الجشيرّنبد، امب ارا اسرفعذ اعلٍ من اثشصوب 

 ف ِزم رقذِش رشكّض الذنب فُ المذلًا من خلاا رطجّق المعبدلخ الزبلّخ:0

mL = OD260 x 100 (Dilution Factor) x 50                            / DNA µg   

ف 6مبِكشيغشاي منن النذنب لكنل كمبفنخ منًنّخ قنذسوب  09رقبثل  09نخ ياا رممل معبمل الزخفّز للعّ 699اا 

ِنزم قسنمخ المعبدلنخ اعنلاا  µl )/( µg را اسدنب ا  نذصل علٍ رشكّنض النذنب ثبلمنبِكشيغشاي لكنل مّكشيلزنشاي

 ف6999علٍ 


