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 الجلسة الرابعة

 PCRباستخدام تقانة تفاعلات التسلسل البوليميري   DNAتضاعف الـ

 

في العينات  RNAو  DNAأهم الأسباب التي تعيق تطبيق تقانات البيولوجيا الجزيئية هو ندرة الحموض النووية 

مكنت الباحثين من الحصول على كميات ضخممة مخن الحمخوض النوويخة مقخدرة  PCRو تقانة الـ . المراد دراستها

 .بعشرات إلى مئات النانوغرامات

 :   PCRما هو 

والذي حاز على جخاززة   Kary Mullisكاري موليس  من قبل العالم ، م1983هو تقنية ممبريه تم اكتشافها عام 

 . 1993 عامنوبل 

أي أنها طريقة لنسخ الحمض النخووي فخي . خارج النظام الحيوي ( DNA)تقوم على إكثار نسخ الحمض النووي 

لإنتاج ملايين أو  ن الحمض النووي و مضاعفة إنتاجهالاستنساخ قطعة محددة مو لذلك فهي تقنية حيوية . لممتبرا

 .فحوصات إضافيةلكي يتسنى إجراء عليه اختبارات و  .بلايين النسخ

إن المبدأ والشروط التجريبية التي تجخري فيهخا هخذل التفخاعلات بسخيطة والهخدص هخو حصخول سلسخلة مخن تفخاعلات 

وفي كل تفاعل يتم استمدام سلاسل أولية قليلة التعدد مؤلفة من عدد محدود مخن . ثنازي السلسلةDNA ـتضاعف ال

السلاسل الهجينة الناتجة فخي كخل خطخوة مخن خطخوات الاصخطنا   الغاية من هذل العملية هو استمدام. النكليوتيدات

 .كقالب من أجل المطوة اللاحقة بدلا من إعادة السلاسل الأساسية في كل مرة

ممتلفخة تجخري فخي درجخات حخرارة  (مراحخل) كل دورة من تفاعلات التسلسل البوليميري مؤلفة مخن ثلاثخة أطخوار

 :، هذل المراحل هي"ممتلفة أيضا

 .الإطالة -3. التهجين -2(. أو التمسخ)  DNA ـجزيء  ال تفكيك -1

خلال كل دورة توجد ثلاث درجات حرارة ممتلفة وتستمر لفترات ممتلفة  ومدة الدورة مخن رتبخة الدقيقخة، أي أن 

 .الدورة تستمر بين دقيقة إلى عشر دقازق حسب المطلوب

 :   PCRمتطلبات

 : يتطلب توفير  PCRبواسطة  (  DNA)لإنتاج الحمض النووي 
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ويقخوم ( :  Thermocycleالخدورة الحراريخة )  للتحكم بدرجات حرارة التفاعخل بشخكل دقيخق و متتخالي  جهاز. 1

تقخوم عليخه فكخرة هخذل  غير درجخة الحخرارة هخو الأسخاذ الخذين تاز بتغير درجة الحرارة بشكل سريع، لأهذا الجه

 . التقنية

حدات الحمخض النخووي و)  الأسس الآزوتيةوهو الإنزيم الذي يقوم ببناء وترتيب :  Taq polymerase أنزيم.2

((DNA  ) و قخد اكتشخخف أنخزيم مقخخاوم . للحخخرارة العاليخة ليخختمكن مخن العمخخل، ويجخب أن يكخخون هخذا الإنخخزيم مقخاوم

 Taq كتا هللحرارة و اسم

ليتمكن الإنزيم من ترتيبها فخي مواقعهخا أثنخاء عمليخة (  A- T- C- G: ) الأسس الآزوتيةمجموعة متفرقة من . 2

 . ( DNA)نسخ الحمض النووي 

(  DNA)وهخخو قطعخخة صخخغيرة مخخن الحمخخض النخخووي : أو السلسخخة البادزخخة السلسخخلة الأوليخخة (Primer)بريمخخر  .4

 . عليها  بداء البناء والنسخ ليتمكن الإنزيم من  

 . المراد نسمه (  DNA)نسمة من الحمض النووي  .5

 . المحلول يمتلف بين تفاعل و أخروهذا : بالإضافة إلى محلول أو وسط ليتم به التفاعل  .6

مجموعخة مخع الأحمخاض النوويخة فخي  و ازالبخوليمر نزيم أمع البريمر و   لنووي المراد نسمةبعد وضع الحمض ا

 :لكل دورة مر بها عملية النسخت  مراحل منفصلة 3التحكم الحراري فان هناك   أنبوب داخل جهاز

 : Denaturation( التمسخ) مرحلة التفكيك. 1

، فخالروابط  DNA ـوهي الحرارة اللازمة لتفكيك جزيء ال، درجة 93إلى الحرارة ترفع درجة في هذل المرحلة 

الحلخخزونيين تخختحطم لتعطخخي السلاسخخل البسخخيطة  DNA ـشخخريطي الخخ  الضخخعيفة التخخي تخخؤمن ارتبخخاطالهيدروجينيخخة 

 . المكونة لهذا الجزيء

سيعودان للارتباط مخن جديخد  DNAن شريطي الـ إفمئوية درجة  20إذا قمنا بتمفيض درجة الحرارة وليكن إلى 

 .ويأخذ شكله الحلزوني ثنازي السلسلة

السلسخخخلة الأوليخخخة  ليقخخخوم البريمخخخر ، 60حخخخوالي إنخخخزال الحخخخرارة إلخخخى  : Hybridization التهجةةةي  مرحلةةةة. 2

المخراد  DNAطرفخي كخل خخيط مخن خيطخي الخـفيزيازياً بواسخطة الخروابط الهيدروجينيخة مخع  بالالتصاق( البادزات)

  .تضميمه

الأساسخخي المخخراد مضخخاعفته يقخخوم علخخى مبخخدأ اقتخخران  DNAعلخخى قالخخب الخخـ  ( البادزخخة)إن ارتبخخاط السلسخخلة الأوليخخة 

إن درجخة الحخرارة المطبقخة فخي هخذل . الأساسخية DNAالمتممخة المقابلخة لكخل نكليوتيخد فخي سلسخلة الخـ  النكليوتيدات

 .المرحلة مرتبطة بعدة معايير وتحسب بناء على طول السلسلة الأولية قليلة التعدد

راد المفخخردة للجخخين المخخ DNAبعخخد عمليخخة التهجخخين بخخين سلاسخخل الخخـ:  Synthesi مرحلةةة االالةةة لت التصةةني  .3

ليقخوم درجخة مئويخة  72رفخع درجخة الحخرارة إلخى ت تضميمه و البادزات المرتبطة علخى طرفخي الجخين المسختهدص،
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 ـتختم عمليخة البلمخرة أو تكثيخف الخ. الجديخد ( DNA)بعملخه فخي بنخاء الحمخض النخووي  Taq polymerase أنخزيم

DNA إن كخل أسخاذ مضخاص يكخون . الموجودة في المخزي  بكميخات كبيخرة بإضافة تسلسل معين من النكليوتيدات

 .متمم للأساذ الموجود مقابله على السلسلة الأساسية

 

 

 

بخخدلا مخخن  DNAنهايخخة عمليخخة البلمخخرة، نحصخخل علخخى نسخخمتين مخخن الجخخين المسخختهدص، أو أربعخخة خيخخوط مخخن الخخـ فخخي

دقخخازق حسخخب طخخول قطعخخة  3فخخي بدايخخة التفاعخخل، ومخخدة هخخذل المرحلخخة بخخين دقيقخخة واحخخدة و  الميطيخخين المتواجخخديين

 .المراد تضميمها DNAالـ

 ( sermPri )اختيار السلاسل الأتلية 

، هذل السلاسخل تلعخب سل البوليميري يجب أن يكون دقيقافي تفاعلات التسل البادزاتإن اختيار السلاسل الأولية أو 

بتحديخد الجخزء المخراد مضخاعفته هخذا مخن ( القالب)الأساسي  DNA ـتقوم عند تهجين سلسلة الدورا مضاعفا فهي 

بواسخطة النهايخة الحخرة لزمخرة الهيدروكسخيل  DNA ـناحية ومن ناحية أخرى فإنها تسخم  ببخدء بلمخرة وتكثيخف الخ

 .´3 على الموقع

نخه مخن الضخروري إالتخي سخيتم تضخميمها، لخذلك ف DNA ـإن السلاسل الأولية سيتم تهجينها عند نهايات سلاسل ال

 . معرفة تسلسل النكليوتيدات عند نهايات هذل السلاسل
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 : من أجل تسهيل اختيار السلاسل الأولية، يوجد برام  تحليل السلاسل التي تسم  بالتأكد من النقاط التالية

ة يجب أن تكون قابلخة للتهجخين مقارنة درجات الحرارة المستمدمة في التفاعلات حيث أن السلاسل الأولي -

 (.القالب)في نفس درجات الحرارة بالنسبة للسلاسل الأساسية 

 .´3يجب أن لا تكون السلاسل الأولية متممة لبعضها البعض و خاصة عند النهاية  -

 .يحدث وانطواء ضمن السلسلة نفسها أن لا تتضمن السلاسل الأولية سلاسل مكررة ومتعاكسة حتى لا -

 رة المستخدمة في تفاعلات التسلسل البوليميريدرجات الحرا

تخختم فخخي درجخخات حخخرارة ممتلفخخة وهخخذا يسخخم   PCR ـإن المراحخخل الثلاثخخة مخخن هخخذل التفخخاعلات التخخي تشخخكل حلقخخة الخخ

 .بالتحكم بالنشاط الأنزيمي للأنزيمات المشاركة في هذل التفاعلات

 ـمئويخة مخن أجخل فصخل سلسخلتي الخ 93تتم عخادة فخي درجخة حخرارة (:  DNA ـتفكيك ال) المرحلة الأولى  -

DNA. 

يختم تحديخد درجخة الحخرارة فيهخا حسخب طبيعخة السلسخلة الأوليخة وهخذل الحخرارة (: التهجخين)المرحلة الثانية  -

درجخخة مئويخخة و بالتخخالي تحخخدد مخخدى اسخختقرار الجخخزيء الهجخخين النخخات  عخخن ارتبخخاط  60و  50تمتلخخف بخخين 

 .لية والسلاسل الأساسيةالسلاسل الأو

مئويخخة وهخخي الدرجخخة درجخخة  73تخختم فخخي درجخخة حخخرارة ( : DNA ـتكثيخخف الخخ الإطالخخة أو)المرحلخخة الثالثخخة  -

 .DNA ـالمثلى لنشاط  أنزيمات الربط وبالتالي بلمرة ال

تمدمة إن درجخخة حخخرارة التفكيخخك والتكثيخخف تبقخخى ثابتخخة بينمخخا تتغيخخر حخخرارة التهجخخين تبعخخا للسلاسخخل الأوليخخة المسخخ

 .ومكوناتها من النكليوتيدات

( نكليوتيخد 30)من أجل حساب درجة الحخرارة اللازمخة فخي عمليخة التهجخين لسلسخلة قليلخة التعخدد مخن النكليوتيخدات 

 :نستمدم العلاقة التالية 

Tm = 2 (A+T) + 4 (G+C) 

 .هو عدد كل من هذل الأسس في السلسلة الأولية قليلة التعدد A ،T ، G،Cحيث أن  

 الأساسي لت القالب DNA ـسلسلتي ال

 . الأساسي لكي نحصل على نتيجة جيدةDNA  ـ، نحتاج إلى عدة نسخ من المن الناحية العملية

ن ذلك قد يؤدي إلى تضميم أجزاء غير نوعية إالأساسي غير جيدة ف DNA ـإذا كانت نوعية أو كمية ال:  ملاحظة

 .وليست هي الهدص المنشودنبحث عنها  أي الأجزاء التي لا DNA ـمن ال

هذا التضميم غير النخوعي يمكخن تفسخيرل بوجخود تلخوث أو عخدوى مخن العينخات المسختمدمة أو العناصخر التفاعليخة  

 .DNA ـالأخرى المستمدمة في استملاص ال

 DNA      (mérasePoly-Taq  ) الـلنزيم تكثيف 
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 Thermus aquaticus  (Taq  و تخدعى الحرارة المرتفعخةتأتي هذل الأنزيمات من البكتيريا المقاومة لدرجات 

Polymerase .) 90أعلخى مخن تصخل إلخى هذل البكتيريا تعيش بشكل طبيعي في درجات حخرارة مرتفعخةCº  مثخل

لا تخختحطم فخخي درجخخات  DNA ـي فخخان أنزيمخخات تكثيخخف الخخلالينخخابيع المازيخخة الحخخارة فخخي أعمخخاق المحيطخخات، وبالتخخا

 .Taq Polymeraseو أكثر الأنزيمات المعروفة هو  DNA ـالحرارة المستمدمة لتحطيم و تمريب جزيئات ال

 المحلول الموقى 

المحلخول فخي   PHالمحلول الموقى المستمدم من أجل تفاعلات التسلسل البوليميري تساعد على استمرارية ثبخات 

 . (Tris-Hcl, PH = 8.5– 9)أنزيمات التكثيف من الإضاءةحفظ  الوسط التفاعلي و أيضا ت

هذا المحلول يحتوي على شوارد موجبة ثنازية التكافؤ وهخي عوامخل مسخاعدة لا غنخى عنهخا فخي تفخاعلات التسلسخل 

Mg)إن وجود شوارد موجبة ثنازية التكافؤ . البوليميري إلى جانب أنزيمات التكثيف
2+

و أخخرى أحاديخة التكخافؤ   (

(NH4
+ 

; k
+

و أيضخا تخؤمن اسختقرار  DNAيعدل من الشحنات السالبة لمجموعات الفوسفات الموجخودة فخي الخـ ( 

 .الهجينة DNAجزيئات ال 

 : ت الوراثة تمنها  (  DNA)تطبيقات كثيرة في مجال لبحاث الحمض النوتي  PCRلتقنية 

خاص للطفرة لتكثير الجخين المخاص بهخا  ومنخه  وذلك عن طريق وضع بريمر: الكشف عن الطفرات الوراثية . 1

 . ( allele) أو على احدهما  زوماتالكرومو من نقوم بمعرفة المرض إذا كان على زوجين

 . تعين البصمة الوراثية      .2

 . وهذل الطريق هي الأدق في تحديد نو  وجنس الفيروذ وكميته: الكشف عن الفيروسات       .3

 . ( DNA)الحمض النووي   في الأسس الآزوتيةهو العملية الأساذ في تحديد تتابع . 4

 . ( DNA)معرفة طول الحمض النووي  .5

 .المكمل  (  DNA)تقنية الحمض النووي  .6

 . لجين المطلوب من خليط من الجيناتتحديد ا .7 

 . (  human genome project)في مشرو  المارطة الجينية البشرية   .8

 .( Protein Interaction-(  DNA)الحمض النووي ) بروتين   –(  DNA)تقنية ارتباط الحمض النووي  .9

 ( . الخ ... اختبار الأمومة ، حالات الاغتصاب ، تحديد الهوية ) في مجال الطب الشرعي   .11

 .الممبرية والبحثية   التطبيقات وغيرها من

 


