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 المحاضرة

 نقوم سلةلْسلسلة أسس نكليوتيدية، وفي عملية السَ اليتتهو   ـال علم أنّن 

للخطوات التي سنشرحها  وفقاً .()تهجئة حرف حرف.. بمعرفة ترتيب هذه الأسس

  .في هذه المحاضرة

 ( لأيّ ) تحديد تتالي الأسس النوكليوتيدية هو إذا   ـ سلة الل  فس  

بفضل التقانات التي جعلتنا قادرين  وممكنا   ، وقد أصبح الآن متاحا  جزيئة 

 .على إنتاج وعزل الشدف المقتطعة بأنزيمات الاقتطاع

 

طريقة الشطر الكيميائي
Chemical cleavage  :

نسميها طريقة ماكسام وجلبرت 
Gilbert method&Maxam  ( لن

(.نتحدث عنها

طريقة إنهاء السلسلة أنزيميا  
Enzyme chain termination:

Sanger methodونسميها طريقة سانجر
وهي الطريقة التي نعمل بها في )

(.لالوقت الحالي وسندرسها بالتفصي
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منها  DNAـ سلة فلابد من تهيئة العينة واستخلاص اللْوقبل إجراء السَ

 DNA.ـ العمليات التي تجري على ال شأنها شأن جميع

ات والتي يتم تشفيرها يتنبأ بتسلسل الحموض الأمينية المكونة للبروتين
ض كل ثلاثية تشفر لحمض أميني ومجموع عدة حمو)DNAمن الـ 

الموجودة في Codonsوذلك بقراءة الثلاثيات ( أمينية يشكل بروتين
ر وإعطاء الحموض الأمينية التي تشفORFّإطارات القراءة المفتوحة 

.لها

سواء DNAالتي يشفرها هذا الـ RNAيحدِّّد تركيب جزيئات الـ 
(.mRNAأي ليس فقط )tRNAأو rRNAكانت 

 Junkوهي )يساعد في تحديد موقع وتركيب الإنترونات 
DNA )في جينات حقيقيات النوى  .

ن حي يساعدنا على التعرّف على الشكل الجيني الكامل لأي كائ
(Genome Sequencing)
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 المحاضرة

ا، من الخلاي وعزله  ـال بتنقيةسلة علينا أن نقوم لْالقيام بعملية السَقبل  

ق الخلايا والنوى لتخرج المادة الوراثية منها، وذلك إما بطر بتحطيمويتم ذلك 

بالبروتينات  ـارتباط ال فكميكانيكية، أو بطرق كيميائية، إضافة إلى 

المرافقة له. 

ضمن  وحفظهار غإلى قطع أص تقطيعهايتم  ـ من ال القطع الكبيرة جداً 

يسمح بتكثيرها بالمراحل اللاحقة من خلال وضعها في  بلاسميدات(، مما)نواقل 

الجراثيم(.)كخلية مضيفة 

 رتميدات في أوساط زرعية وكلما تكاثسهذه البكتيريا الحاوية على البلا زرعيتم  

(. الجراثيم، تتضاعف معها البلاسميدات )هذه 

سلتها باستخدام لْسَ الجينة المراد تضخيممن التنسيل ببساطة  أو يمكن بدلًا 

  .ـ تفاعل ال

الحصول  أننا نحتاج لأعداد كبيرة من النسخ للقطعة المراد سلسلتها ويمكنأي 

 .ـ أو ال  ـعليها بال

 رها العالم البريطاني الشهير فريد سانجرطوّ

 من سلة كلٍّلْمن أجل سَ عام   

 ت وحصل على جائزة نوبل لكلٍّوالبروتينا ـ ال 

 .منهما
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 :لىإحاجة ب تأن  ـفة من الدحتى تقوم بسلسلة ش

  سلته )وسيكون هو الطاق لْالذي تريد أن تجري سَ ـ الطاق 

(. رصاف مال

  سلته، أي لا لْالذي تريد سَ ـ قصير متمم لجزء من ال مشرع

لا نعرف أي تسلسل فيه لأننا نحتاج لتسلسل صغير معروف  نستطيع سلسلة 

يحقق خاصية التتام. حتى تصنع 

 ـ أنزيم ال 

 ـال التي تدخل في تركيب النكليوتيدات الأربعة منقوصة الأوكسجين  

والتيميدين  الأدينوزين  :)

بشكلها ثلاثي الفوسفات. والغوانوزين  والسيتوزين  

  النكليوتيدات الأربعة منقوصة ذرتي أوكسجينوالمكون الأهم هو 

وهي عبارة عن   ) 

بل وتيدات الأساسية، ويمكن أن تتقايعن النكل قليلًا وتيدات مختلفة البنيةينكل

بشكل عادي مشكلة  ـق المقابل من الطاوتيدات الأساسية على اليمع النكل

روابط هيدروجينية، لكنها لا يمكن أن ترتبط بنكليوتيد جديد برابط 

 . ـفوسفوديأستري، وبالتالي يتوقف عندها إطالة ال

دوية أو يسواء في طريقة السلسلة ال يستخدم المزيج السابق نفسه

 .لية اللتين سنتحدث عنهماالآ
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 ف من استخدامهما؟دهال وما ما الفرق بين النوعين المذكورين من النكليوتيدات كيميائياً

 

 

 

:dNTPsالنكليوتيدات العادية 

+  مكونة من أساس آزوتي 
سكر ريبوز منقوص 

.فوسفات+ الأوكسيجين 

موعة وهذه النكليوتيدات تملك مج
OH 3'على السكر في الموقع ،

يستطيع OHوعن طريق هذه الـ 
وسفات النكليوتيد أن يرتبط مع ف

جودة النكليوتيد الذي بعده والمو
ويشكل رابطة 5'في الموقع 

.أستريةفوسفودي

ة ذرتي النكليوتيدات المنقوص
:ddNTPsأوكسجين 

هي نوكليوتيدات ثلاثية
تميز الفوسفات أيضا  ولكنها ت

عن السابقة أنها منزوعة 
3'من الموقع Oالأوكسجين 

.  الموجود على السكر

يدات وبالتالي هذه النكليوت
غير قادرة على تشكيل

أسترية رابطة فوسفودي
ليها مع النكليوتيد الذي ي

ذه وبالتالي إذا تقابل أحد ه
النكليوتيدات مع أحد 
ة النكليوتيدات الموجود

على المرصاف ستتوقف
لذلك تسميDNAإطالة الـ 

نكليوتيدات إنهاء
Chain terminators.
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، فبالمقابل ـ تدخل في تركيب ال ـ وبما أنه يوجد أربع أنواع من ال 

 :ـ أربع أنواع من ال أيضاً هناك

   
    

 

 وسنفهم أهمية هذه النكليوتيدات خلال شرح طريقة السلسلة.

ة آلية زر بطريقة بدائية أو بطريقة تعتمد على أجهنجقة سايمكن إجراء طري 

 .عن كل من الطريقتين  الدكتورة تضروع

أساسية هي:خطوات  وتعتمد كلا الطريقتين على  

 

 

 

 

 

 

عن بعضهماDNAفصل طاقي الـ 
Strand Sepration

 Primer Annealingارتباط الـ 
,Primer

Extentionالإطالة 

Termination ddNTPsالإنهاء بـ 
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 المحاضرة

 ةبطريقة إيقاف السلسل ـ سلة اللْحتى تتمكن من سَ 

 ـ أن يتم الحصول على ال يجب أولًا  

.أحادي الطاقبشكل 

وحيد  ـ يتم تجهيز مزيج حاو على ال 

ـ ال سلته(، وأنزيملْالطاق )المرصاف المراد سَ

 ، والنكليوتيدات

 منقوصة الأوكسجين "العادية" الأربعة

.( ومشرع قصير) 

تسلسل  يملك المشرع  

)كما ذكرنا، أي   متمم للنهاية نكليوتيدات

 لنضيف  يجب على الأقل أن نعرف تسلسل قصير في بداية 

 وري كما نعرف كي تتمكن سلتها وهو ضرلْمن المنطقة المراد سَ (يناسبها

من البدء بالتضاعف.  ـ ال

ق إلى كل من الأنابيب بمن المزيج المتفاعل السا متساويةيتم إضافة كميات  

 ذرتيمن النكليوتيدات منقوص  نوع معين الأربعة التي أضيف إلى كل منها سابقاً
  أوكسجين

أنابيب بخلاف الطريقة الآلية التي تتم هذه الطريقة تحتاج إلى استخدام أربعة 

لى أنبوب إنا المكونات في الطريقة اليدوية على أنبوب واحد فقط، لأننا إذا أضف

الغريبة عن  على التمييز بين النكليوتيدات ا  كون قادرين أبدنواحد فقط لن 

 .بعضها البعض
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 المحاضرة
إلى السلسلة المتنامية. عادينكليوتيد يستمر التضاعف طالما أضيف  

 يتوقفأوكسجين إلى السلسلة  رتيذلا أنه عندما يضاف نكليوتيد منقوص إ 

أي ممكن أن يتم  بشكل عشوائياصطناع السلسلة مباشرة، وهذه الإضافة تتم 

لسلة أو في آخرها أو منتصفها أو ألا يضاف، السَل إضافة هذا النكليوتيد من أو

 لاتوتدعى هذه التسلس جداً عديدةلذلك سنحصل على احتمالات 

.نهى إطالتهاأي جزيئات مُ 

 :للتوضيح

 لاحظ الشكل الآتي:

 في الأنبوب الحاوي على  

على عدة نحصل نلاحظ أننا 

 كلها تنتهي سلاسل من 

لأن الإضافة تتوقف عند  ـ ب 

نكليوتيد لا يحوي على ذرة 

من  أوكسيجين في الموقع 

 .السكر

في  نكليوتيد الشدف نستطيع معرفة مواقع وجود   معرفة أطوال هذهمن خلال  

 و  المتمم، وكذلك الحال مع باقي الأنابيب الحاوية على  الطاق

ويتم معرفة أطوالها من خلال ترحيلها على الهلامة ومقارنتها مع  و 

.ـ شدف ال

في حال  فمثلًا ـ نستطيع معرفة تسلسل هذا ال يوبالعودة للطاق الأصل 

من الطاق   نستنتج أنه يقابله من الطاق المتمم نكليوتيد  وجدنا في الموقع 

 الأصلي وهكذا مع باقي النكليوتيدات.
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 مثال:

ريد معرفة ننكليوتيدات  بطول  ـ أن لدينا سلسلة من ال لنفرض مثلا   -

ويكون  نقوم بنفس الطريقة التي ذكرناها سابقا  تسلسل النكليوتيدات فيها 

 أنابيب نلاحظ: لدينا 

 .ثلاث شدف أطوالها  في الأنبوب الحاوي على  (

 .شدفتين أطوالهما  في الأنبوب الحاوي على  (

 .شدفتين أطوالهما  في الأنبوب الحاوي على  (

 .الها ثلاث شدف أطو في الأنبوب الحاوي على  (

  نكليوتيدات، أي دخل نكليوتيد ل من الأنبوب الأول بما أننا وجدنا شدفة بطو

وأوقف الإطالة، ومنه نستنتج وجود  منقوص ذرتي الأوكسيجين في الموقع 

الأساسي المراد معرفة تسلسله. يقابله في الطاق 

 و  و  في المواقع   نستطيع معرفة وجود وبالنسبة لباقي الشدف أيضا  

من الطاق الأصلي.

من الطاق الأساسي..  و  في المواقع   من الأنبوب الثاني نستنتج وجود

 .وهكذا

بذلك نستنتج أن تسلسل النكليوتيدات في الطاق الأساسي هو
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 :لخطوات الأساسيةاانتهى التوضيح.. نعود لمتابعة 

الرحلان  لامةهعة أعمدة على محتويات الأنابيب الأربعة السابقة إلى أرب تضاف 

لحجمها  حيث تنفصل السلاسل السابقة تبعاً الكهربائي 

.النكليوتيدات ياسولق

من  لذلك يتم قراءة النتائج بدءاً على الهلامة أكبرمسافة  الأقصرتتحرك السلسلة  

نهاية )أسفل( الهلامة إلى بدايتها )أعلاها( بمعدل أساس واحد في كل مرة 

الصحيح. ـ فنستطيع استنتاج تسلسل ال

 

 

 

 

 

ن شمينلية التي يوضحها الأالآ قةريالطننتقل الآن إلى الطريقة الثانية وهي 

 :الثاني
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نفس )مئوية96لْسلة نقوم بتسخين المزيج للدرجة حتى يبدأ تفاعل السَ
(  ة مع بعضهامكونات المزيج السابق مضافا  إليه نكليوتيدات الإيقاف الأربع

.المرصاف المراد سَلْسلتهDNAحتى ينفصل الطاقين المتتامين لطاق الـ 

حتى يتسنى للمشرع ( مئوية50للدرجة )بعدها نخفض درجة الحرارة قليلا 
Primer القصير إيجاد موقعه المتمم له على طاق الـDNAالمرصاف.

ـ مما يسمح لأنزيم ال( تقريبا 60للدرجة )ومن ثم يتم رفع درجة الحرارة مجددا  
Polymerase( بما أننا استخدمنا حرارة فالأنزيم هوTaq Polymerase ) بالارتباط

.وتشكيل سلسلة جديدة مقابلة للمرصافDNAإلى الـ 

بإجراء sequencingيتم التحكم بدرجات الحرارة وضبطها في مختلف مراحل الـ 
، حيث يتم ضبط اعداداته thermo cyclerالتفاعل ضمن جهاز المدور الحراري 

(.PCRـ كما في تفاعل ال)بتحديد درجة الحرارة والزمن الملائم لكل مرحلة 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

الأصلي )المرصاف(.  ـ لتسلسل طاق ال متممتسلسل الطاق الجديد يكون  

لذلك يقوم  و  بين  نهائياً ـ أنزيم ال لا يميز 

وتيد إنهاء مكان يحتى يصادف أن يرتبط نكل عشوائياً ـ بإطالة طاق ال

.وتيد العادي فيتوقف الاصطناعيالنكل

 ملياراتالعملية السابقة لا تتم على طاق واحد من المرصاف وإنما هناك 

المرصافات الموجودة في العينة والتي يمكن أن يرتبط نكليوتيد الإنهاء عند أي 

التي تملك أطوال  ـ ل الوعات من سلاسجمموقع فيها لذلك ينتج عن ذلك م

 .مختلفة



 
 

 
 13 

 

 المحاضرة
 ـتملك ال لية سلة الآلْفي طريقة السَ 

، لكن الوسم لا يكون موسومةأنها تكون خاصة مميزة عن الطريقة السابقة 

 كما أشرنا إلى إمكانية استخدامه في الطريقة اليدوية وإنما يكون موسوماً شعاعياً

، وذلك من خلال ربط كل نوع من النكليوتيدات بصباغ يصدر لونا بمادة مفلورة

كما أشارت  عالمياً وهذه الألوان متعارف عليها الليزرعند تعريضه لأشعة  مميزاًً

الدكتورة:

 

تفاعل  جراءإو ما يجعلنا قادرين على هلوان وإمكانية تمييز النكليوتيدات بالأ

 أنبوب واحد. فيسلة لْالسَ

البولي  ةملاهنبوب الذي يجري فيه التفاعل إلى سلة من الألْالسَ يتم نقل تفاعل 

.أميد أكريل 

الكهربائي  نلاالرحالذي يقوم بإجراء  ـ سلة اللْيتم نقل الهلامة إلى جهاز سَ 

وتحليل النتائج. 

ويتم كشف كل منها  لقياسها وتيدات بالرحلان الكهربائي وفقاًيكلنتهاجر ال 

.لامةهيمر أسفل ال ليزريباستخدام شعاع 

بطول موجة  ناًومل اًأكسجين تصدر ضوء ذرتيكل من النكليوتيدات منقوصة  

معينة ويسجل هذا الضوء على صورة الكترونية للهلامة.

الأخضر 
ن للأديني

الأسود 
للغوانين

الأحمر 
ن للتايمي

الأزرق 
زينللسيتو
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 رحلاني مخططر البرنامج الحاسوبي البيانات الواردة إليه ويخرجها على شكل سيف 

يمثل كل لون  ملونة بحيث يتضمن هذا المخطط قمماً 

.(من السلسلة )لا يعبر ارتفاع القمم عن الكمية منها حرفاً

يدات تنما فقط النكليوإالعادية و يداتتويكلنالتحسس يهذا المخطط لا  نّأي أ

 وكسجين الذي تصدر الأشعة الملونة.الأذرتي منقوصة 

التي لم  وهي المناطق ()يرمز لها بحرف  غير معروفةمناطق نلاحظ في المخطط  

ناطق، سلة مرات عديدة لتحديد هذه الملْيتم قراءتها، وإذا كانت تهمنا نعيد عملية السَ

 قريبة من هذه المنطقة.  وذلك باستخدام مشارع 

وتسمح بقراءة ( ع)لا يحتاج عنصر مش أمانا  ، أكثر أرخصسلة الآلية أنها ل  تتميز الس  

في مشاريع  استخداما  (. وهي الأكثر - )غالبا   1عدد أكبر من الأسس

 تحديد التسلسل.

لقطع  DNAـ تقطيع القطع الكبيرة من ال بذكرنا في بداية المحاضرة انه يج

 من الصعب سلسلتها كما هي ولكن هذا التقطيع له مشكلتين: صغر وذلك لأنهأ

 
 

 

 

 

 

 

                                     

رأ، وتحل يوجد بعض النكليوتيدات التي لا تُق
هذه المشكلة بإعادة عملية السلسلة

.قريبة من هذه المنطقةPrimersواستخدام 

DNAمن الممكن لقطعتين من هذا الـ 
تركة المقطوع أن تتداخلان بتسلسلات مش

وتحل ،Over Lappingمن النكليوتيدات 
هذه المشكلة من خلال استخدام أجهزة 

وتطابق حاسوبية والتي تحدد ترتيب القطع
.القطع مع بعضها
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 المحاضرة
ة يبرغهو النكليوتيدات ال ـ أن مفتاح طريقة سانجر في سلسلة ال ستنتجن

والرحلان   الـ وفيما عدا ذلك، فخطوات الطريقة مألوفة وتشبه تفاعل

 . للـ يئالكهربا

ل للمرصاف ة هو التسلسل المكمّ سلل  كما أن التسلسل الذي نتج لدينا في الس  

 (.جدا   رصاف. )هام جدا  ماللنحصل على تسلسل  هوبالتالي يجب أن نعكس

 

 

أبعادها  تتراوح لوحة جل كبيرةعلى ريقة السلسة اليدوية يتم إجراء الرحلان طفي  

من متر ونصف إلى مترين، حيث يمرر ناتج كل تفاعل من تفاعلات الأنابيب الأربعة 

مع  ـ التي تمنع التحام قطع الهلامة بولي أكريلاميد بوجود اليوريا على 

، يرحل نحو صباغ أزرقللهلامة  بعضها خلال الرحلان الكهربائي، ونضيف أيضاً

متى نوقف التيار الكهربائي بحيث لا تخرج  القطب الموجب، والهدف منه أن نعرف

من جزيئات  ذا الصباغ يرحل بسرعة أكبر بقليللأن ه ،من الهلامة ـ جزيئات ال

 ر.التيا وقفنإلى نهاية الهلامة  يصلوبالتالي عندما  ـ ال
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 المحاضرة
ركة، لأن السماكة تعيق الح أسرعكان الرحلان  أرقمع الإشارة إلى أنه كلما كان الجل  

متر( كانت المسافات بين القطع المفصولة  - ه)يكون طول أطولوكلما كان 

شدف( ل. ونحتاج لهذا الطول الكبير لأن القطع )اأدق، وبالتالي كانت عملية الفصل أكبر

في حال أردنا معرفة تسلسل قطعة طولها  فمثلًا كبيرة جداًالتي سنحصل عليها 

 نحتاج لفصلها. قطعة من  وتيد فسينتج لدينا نكلي 

: هو بوليمير للأكريلاميد، والأكريلاميد ـ ال هذه الطريقة أنّ  عيوبمن 

 ويحتاج لأن يتم التعامل معه بحذر شديد.   عصبيا   سام

الرحلان الكهربائي الشعري على  لذلك تم إيجاد الطريقة الآلية التي تعتمد غالباً 

 ل ضمن أنابيب شعرية رفيعة ودقيقة، حيث يتم الترحي

سطح ، يؤمن الحلزونوملفوف بشكل يشبه  ويكون طويل جداًيتم تغليفها بالجل،  جداً

كل  ، وحالياًمساحات كبيرة، ويوفر عالية  ميزوقدرة  تماس كبير

 .الأجهزة المستخدمة من نوع الرحلان الشعري

 
 

 

 

 

 


