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ة يو مقدمة  التقانة ا

  ة) التقانة(التكنولوجيا يو :  ا

ة لأغراض صناعية ائن  أو منظومة حيو ائن  أو جزء من  .استخدام 

ز لتحقيق فائدة اقتصادية مثل إنتاج أغ لوي والمستوى ا ية ع المستوى ا ائنات ا ن التعامل مع ال ة، تحس ذية، أدو

.  خصائص وصفات وراثية لرفع مستوى الإنتاج نوعا وكما
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Animal and Plant 
Breeding

ة يو استخدامات التقانة ا
Applications of biotechnology

Ancient BiotechnologyAncient Biotechnology



https://manara.edu.sy/

ة يو استخدامات التقانة ا
Applications of biotechnology

 استخدام الأحياء الدقيقة
 الصناعات الغذائية

Using micro -
organisms to make

cheese, yoghurt, bread, 
beer and wine.
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Fermentation is a metabolic process
that produces chemical changes in
organic substrates through the action
of enzymes. In biochemistry, it is
defined as the extraction of energy
from carbohydrates in the absence of
oxygen.

 استخدام يتم :الغذائية الصناعات 
 السكر  لاستقلاب دقيقة حية ائنات

لھ ة مواد إ وتحو  خلال من أخرى  عضو
ة كيميائية عملية .التخم تد حيو
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Microorganisms used in food production

Lactobacillus AspergillusSaccharomyces
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ة يو استخدامات التقانة ا
Applications of biotechnology

ن  سيل إنتاج الب

سيليوم  ) Penicillium notatum(استخدم فطر الب
لانتاجھ 

ش ع الفواكھ المتعفنة ع فطر رمي 

Penicillin antibiotic is used for the
treatment of Gram-positive bacteria.
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“When I woke up just after dawn on September 28, 1928, I certainly 

didn’t plan to revolutionize all of medicine.” – Alexander Fleming
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ة يو استخدامات التقانة ا
Applications of biotechnology

Modern BiotechnologyModern Biotechnology
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ة يو استخدامات التقانة ا
Applications of biotechnology

Modern BiotechnologyModern Biotechnology

داف ية تحديدا ع مستوى المادة الوراثية لتحقيق عدة أ ائنات ا :  تلاعب محدد بال

صول ع منتجات جديدة مثل اللقاحات1. رمونات, ا ا, ال الأضداد وغ

ائنات معدلة وراثيا 2. إنتاج خلايا و

ي3. العلاج ا

م تطبيقات  ندسة الوراثية أ عت ال
ديثة ة ا يو التقانة ا
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Key applications of modern biotechnology

DNA profiling

DNA cloning

Transgenesis

Genome analysis

Cell culture and tissue engineering

Xenotransplantation
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ة يو داف الطبية والصيدلانية للتقانة ا الأ

لايا أو• شرة  ا نات علاجية  ي والتلاعب بالمادة الوراثية لإنتاج بروت ائن ال التعديل الورا امل ال

ة واللقاحان المنتجة بواسطة الأحياء الدقيقة• يو رفع فعالية الصادات ا

سون • ارك عض الأمراض مثل مرض السرطان و ي لعلاج  ر العلاج ا تطو

زراعة خلايا أو  أو أعضاء •
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Color code of Biotechnology



ة يو مجالات عمل تخصص التقانة ا

ة• يع الأدو ات تص شر

يع المواد الكيميائية• ات تص شر

امعات• ا

مراكز البحث العل•

شفيات• المس

اصيل• يع ا ات تص ات الزراعية وشر الشر

ات• ع الأغذية والمشرو مصا



ة يو التقانة ا
Biotechnology 

اضرة الثانية والثالثة ا

صفاء دلا. د



امة جداااااا فكرة 

ة يو ية وتطبيقات التقانة ا ز ن تطبيقات البيولوجية ا تحديد الفرق ب

ية ز ةالبيولوجية ا يو التقانة ا

ا للكشف عن جزيء سواء  ستخدم تطبيقا
عت الأغراض  ن و ان حمض نووي أو بروت

ا الطبية م تطبيقا يصية أ ال

ا لأغراض إنتاجية و علاجية  ستخدم تطبيقا
ائن  ومنت ة وجود  يو ط  التقانة ا جش



ز يةتطبيقات البيولوجية ا



ز للأمراض يص ا ال

ز • يص ا Molecularال Diagnosis : ستخدم الاختبارات ال 

بة للمرض  تحليل الدنا أو الرنا أو عن طرق لتحديد مرض أو الأ

ن وت ز. ال لل ا ذه التحاليل الكشف المبكر عن ا م تؤمن  س  مما 

ور الأعراض السررة .باتخاذ القرار العلا المناسب قبل ظ

املة ما• ز ع حزمة من الوسائل المت يص ا ؟ عتمد ال

القصة العائلية و الأعراض السررة لدى المر1.

اصل2. ية الأو ال تكشف عن الاضطراب ا   الفحوص ا
لل الوظيفي ة المرافقة ل يو الواسمات ا

تقدير الفعالية الإنزمية للمرض3.

ز4. يص ا ال

ية ال يتم  ز ما الشذوذات ا
ز يص ا ا بال ؟الكشف ع

الطفرات1.

ليوتالتعدد الشك وحيد 2.   يدالن
Single Nucleotide 

Polymorphisms (SNP)
الشذوذات الصبغية3.
يا4. وسات أو بكت معينة إصابات بف



طوة ي  العمل  الأو ا ية جيةالبيولو  تطبيقات باستخدام ان سواء ا ز  ا

ة التقانة أو  يو موض استخراج كيفية  ا ة ا يا النوو مخ



ة موض النوو استخراج و تنقية ا

Extraction and purification of nucleic acids

Phenol-Chloroform Extraction



STE-buffer

The composition of Buffer STE (Sodium Chloride-Tris-EDTA) is:

• 100 mM NaCl

• 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 

Tris=(hydroxymethyl) aminomethane, C4H11NO3

• EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), C10H16N2O8



EDTA



Phenol-Chloroform

Nucleic acids

Proteins



ازتفاعل  التقليدي السلس البوليم
Conventional Polymerase Chain Reaction (PCR)

:آلية التفاعل

ن 1. فصل طا الدنا الأصلي

يمھ Primersاستخدام مشارع 2. نوعية للتتا المراد ت

ن 3. ية ب يدروجي ن وتتفكك الروابط ال ليوتيداتينفصل طا الدنا الأصلي رارة العاليةالمتقابلة ب الن فعل ا

سلسل 4. ليوتيديترتبط المشارع بال ا  الن المتمم ل

از الدنا 5. ن DNA Polymeraseيقوم إنزم بوليم ن الأصلي ل من الطاق ن ل ن متمم بإنتاج طاق

ن ال من قطعة دنا واحدة  غضون س6. تج مئات ملاي ندسية لت ل متوالية  ش اعات قليلةيحدث التفاعل 



ازتفاعل  التقليدي السلس البوليم



ازتفاعل  لية DNAوتضاعف  التقليدي السلس البوليم  ا

ازعتمد تفاعل  ختلف ع السلس البوليم لية و :  فيماينھ من حيث المبدأ ع عملية تضاعف الدنا  ا

ازتفاعل تضاعف الدنا السلس البوليم

م يتم فصل طا الدنا باستخدا
ازأنزم  يلي ال

المشارع من الرنا

ع از  مل  أنزم الدنا بوليم
ة 37درجة حرارة  درجة مئو

ن عي نة الدنا يتم فصل طا الدنا ب
ة 95إ الدرجة  درجة مئو

مشارع من الدنا

س  از   Taq DNAأنزم الدنا بوليم
Polymerase  ة 72عمل  درجة حرارة درجة مئو



ازتفاعل  لية DNAوتضاعف  التقليدي السلس البوليم  ا

ازما مواصفات المشارع  تفاعل • ؟السلس البوليم
ا  1. ليوتيديأساس  25إ  18طول ن
اية 2. ا لل سلسلا ل من طا الدنا الأص `3متممة   ل
از الد3. ل نقطة البداية لعمل بوليم ش ا بالدنا  ناعد ارتباط

از الدنا •  Taq DNA Polymeraseمن أين استخلص انزم بوليم
ازالمستخدم  تفاعل  ؟السلس البوليم

ن وتصنف من  Thermus aquaticusمن جراثيم  اك ش عل سفوح ال ع
ة   تحمل حرارة تصل إ مئة درجة مئو رارة و أليفات ا



ازخطوات تفاعل  لية DNAوتضاعف  التقليدي السلس البوليم  ا

راري  30إ  25يتم تكرار الدورة السابقة حوا  از المدور ا Thermocyclerمرة باستخدام ج

طوة دف ا طوة   درجة(درجة حرارة ا
ة )مئو

ازخطوات دورة تفاعل   البوليم
السلس

يمھ  فصل طا الدنا المراد ت 95أو  94 ر   التمأو ) Melting(الص
)Denaturation  (

ا  سلسلات المتممة ل اية  ارتباط مشارع الدنا بال  `3ال
ل من طا الدنا من 

60إ  50 )Annealing( الارتباط

ليوتيداترصف  سلسل دنا الطاق الن ن المتممة ل
ن من قبل أنزم  ة معتمدة ع المشارع المرتبطTaqالأصلي

ن بالاتجاه ل الطاق قوم الأنزم بتطو  `3إ  ´5 بالدنا  و

72 )Extension( الإطالة



ي را الرحلان الك

ذه التقنية؟• ما الغاية من 

يم  تفاعل    PCRفصل شدف الدنا الناتجة من الت

مبدأ التقنية؟•

لامية ضمن حقل  نة السالبة ع مادة  عبور الدنا ذو ال
ا وم ي من القطب السالب إ الموجب تبعا  را ك

لامية؟• ذه المادة ال ية  ما ب

أو الآغاروز, بو أكرل أميد

ي الشعري؟• را و الرحلان الك ما

ب شعر  لاماتفصل قطع الدنا ع  ة تحقق معلقة مسبقا  أناب
ا تلفة بطول ن شدف الدنا ا درجة عالية من التمي ب

ن قطع م: مزج الدنا العياري 
ز   الدنا معروفة الوزن ا



ي را الرحلان الك

لامة بو أكرل أميد•

ت1. يد لشدف الدنا ا لفة تمتاز بالفصل ا
بالطول 

ذ2. ا يمكن ل ه عند استخدام تراك عالية م
ن قطع دنا تختل لامات أن تفرق ب فان ال

ليوتيد واحد بن

ن3. تمكن من كشف طفرات الإقحام أو ا

د ووقت طو4. ا ج ل صعبة التطبيق لتطل
 أميد أكرلبالإضافة إ سمية مادة بو 

العالية

  

لامة الآغاروز•

ست عالية الدقة1. ل

د ووقت ط2. لف ج ل لا ي ا س لتحض و

غ سامة3.

  



ازتفاعل  ة العكسية السلس البوليم بالنا
Reverse Transcription PCR (RT-PCR)

ذا التفاعل ع ماي :  عتمد 

المادة الوراثية عبارة عن جزئات رنا مرسال بدلا من دنا•

ن • اية  Poly Aوجود عديد الأدن زيء الرنا المرسال  `3 ال

ن • اية  Poly Tاستخدام مشارع مؤلفة من عديد الثايم ن  ال عديد الأدن للرنا المرسال `3ال ترتبط 

ة العكسية •   Reverse Transcriptaseاستخدام إنزم النا



ازتفاعل  ة العكسية السلس البوليم بالنا
Reverse Transcription PCR (RT-PCR)

ستخرج • ة العكسية  أنزمةمن أين  ؟Reverse transcriptaseالنا

وسات  قرةمن أحد أنواع الف وال تملك مجينا من الرنا  Retroviruses الق

؟• زيء المن من الرنا المرسال خلال عملية ال العك و ا ما

زيء الرنا المرسال  Complimentary DNA (cDNA)جزيء دنا متمم 

؟• و مص جزيء الرنا المن خلال عملية ال العك ما

ية RNAaseيقوم إنزم  ليوتيداتھ الر ن ن ة الروابط ب بتفكيكھ وحلم

يم • ؟ cDNAل يمكن ت الناتج من عملية ال العك

يم باستخدام مشارع الرنا المتبقية أو مشارع دنا نوعية عم تتم عملية الت



ازتفاعل   السلس البوليم
ة العكسية بالنا

Reverse Transcription PCR (RT-
PCR)



ازتفاعل  ة العكسية السلس البوليم بالنا
Reverse Transcription PCR (RT-PCR)

م تطبيقات  م RT-PCRمن أ شك بإصاب و  مصل الأفراد الذين  وس  التحري عن جزئات الرنا الف بف
طوات التالية تم ذلك ع ا وس الإيدز و ن كف :مع

ستخلص الرنا من بلاسما الدم1.

RT-PCRيجرى تفاعل 2.

يم3. يرحل ناتج الت

دة غ مصابة4. يقارن مع عينات شا

ر عصابة  عينة المرض 5. رتظ دة  ولاتظ  العينة الشا



ازتفاعل  ظي والك السلس البوليم ال
Quantitative Real Time PCR (Q-PCR)

:ل تفاعل أنز يتألف من طورن•

طي 1. ل أ وم: Linear Phaseالطور ا ش اكم فيھ نواتج التفاعل  ايدت

ضبة 2. از يحصل فيھ اشباع للمواقع الأنزمية : Plateau Phaseطور ال  اتبر
فز ببعض  بط الإنزم ا ازاتالتفاعل أو ي التفاعل ر

لكلا الطورن PCRيخضع تفاعل •

ات تفاعل • ي ل الدنا الموجودة  العينة PCRمن م  قياس العدد البد

يم  PCRيخضع تفاعل • ن من دورات الت عد عدد مع يط  للتث

ة تحديد عدد ال • التقليدي PCRلتفاعل  البدئيةلذلك من الصعو



ازتفاعل  ظي والك السلس البوليم ال
Quantitative Real Time PCR (Q-PCR)

ظي  q-PCRتفاعل  ل  ش م  س تراكم منتجات الدنا الم خلال  Quantitativeوك  Real-Timeيق
و حال ترحيل نواتج التفاعل التقليدي ع اية التفاعل كما  س   طي للتفاعل ول لامة الطور ا ال

م تطبيقات تفاعل • :q-PCRمن أ

  ن ي  ن ما  قياس الفرق  التعب ا ت ن خلو ن مجموعت مختلفت

 ستخدم تفاعل   qPCRمتبوع بتفاعل  RT-PCRحيث 

 ينات ي لإحدى ا ن خلايا الثدي السل الورميةمثلا يمكن تحديد الفارق  التعب ا يمة والسرطانيةب



ازتفاعل  ظي والك السلس البوليم ال
Quantitative Real Time PCR (Q-PCR)

ذه التقانة؟• ما الكواشف المستخدمة  

ابجزئات الدنا ثنائية الطاق وتزداد شدة ترتبط  مفلورةصبغات ستخدم  ل طردي مع  فلور زئات دنا جديدةشكيل جش

و معيار دورة العتبة • ؟Ctأو  Threshold cycleما

ا الدورة  اكم ال تبدأ ف يم بال ي  الفلورةمستوى فوق نواتج تفاعل الت   Thresholdالبد

ن • للدنا؟ البدئيةوعدد ال  Ctما العلاقة ب

ي عدد جزئات زاد لما .. علاقة عكسية ي عا(الدنا البد Ctانخفض رقم ) التعب ا



ازتفاعل  ظي والك السلس البوليم ال
Quantitative Real Time PCR (Q-PCR)



DNA Sequencingسلسلة الدنا 

ي • ل ذه التقانة العالم الإن شف  ذه التقانة مما ي Frederick Sangerمك :تمكن 

ن1. امل ا ن أو  ليوتيدي ل سلسل الن تحديد جزء من ال

امل2. ن  سلسل مج تحديد 

ليوتيدي3. سلسل الن نالك طفرة أم لا  ال ان  تكشف اذا 

ذه التقانة؟• ما الكواشف المستخدمة  

)واشف قديمة(واشف موسومة شعاعيا 1.

)واشف حديثة(واشف موسومة بالفلورة 2.



DNA Sequencingسلسلة الدنا 

ما التقانة الأك تطورا حاليا والمستخدمة  سلسلة الدنا؟•

يل التا للسلسلة  ادي والعشرن Next Generation Sequencingتقانة ا رت  بدايات القرن ا ظ

يل التا للسلسلة؟• ما الآلية المستخدمة  تقانة ا

لة توفر الكث من الوقت سرعة مذ عمل  س, رقاقات دنا خاصة  يل المثال استغرق تحديد ال لسل ع س
امل  ليوتيدي ل نالن شري  ا ليوتيد 3(ال يل التا للسلسلة . 2003إ  1990سنة من  13حوا ) مليارات ن ا

.يقوم بذلك اليوم  أقل من أسبوع واحد



DNA Sequencingسلسلة الدنا 
غرطرقة العالم  سا

ذه الطرقة ع تفاعل البلمرة لذلك تتطلب ما ي• :عتمد 

از الدنا1. إنزم بوليم

ليوتيداتكمية زائدة من 2. ن  الن ية منقوصة الأوك )dATP, dTTP, dCTP, dGTP(الر

يات التفاعل3. كمية قليلة من م

اية 4. ر, موسوم بالفلورة المرصافللدنا  `3مشرع قص متمم لل ا لل يمكن الكشف عن جزئات الدنا بتعرض

يات التفاعل المستخدمة  سلسلة • غرما م ؟سا

ليوتيدات ن  ن ل من الكرون ن ع  ية منقوصة الأوك يدروكسيل ع أي من الكرون `3و  `2ر ن لسكر الربوز أي لا تحتوي ع 
Dideoxyتد  NTPs (ddNTPs) ا الأرعة :بأنواع

ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP

 



يات ا عمل ال الألية ما•  م
التفاعل؟

اء تقوم ااحتو  لعدم البلمرة تفاعل بإ  ع ا
ذا `3 رقم الكرون  ع يدروكسيل  يؤدي و

عدام إ انية ا  الرابطة شكيل إم
لي مع الإس ثنائية الفوسفورة   تا وتيدن

ان ا م وجود



DNA Sequencingآلية سلسلة الدنا 

ا اصطناع الدنا المت1. تم ف ب ال س از إ جميع الأناب ليوتيدات والمشرع والدنا بوليم مم للدنا المراد سلسلتھيضاف الدنا و الن

ب الأرعة2. يات التفاعل إ أحد الأناب ل من م يضاف 

ليوتيدات الطبيعية 3. ن الن ليوتيدات الطبيع ddNTPو dNTPعند اصطناع الدنا المتمم يحصل تنافس ب ل أنبوب تفوز بھ الن ية  

ل موقع يرتبط فيھ من التفاعل النو4. يتوقف التفاعل  

يات التفاعل5. ب ارتباط م س عض القطع الأقصر من الدنا  تج  اء التفاعل ت عد ان

سلسلات دنا متمم أقصر 6. امل الدنا المرصاف و ل أنبوب نحصل ع جزئات دنا متمم ل  

لامة بو أكرل أميد 7. ائيا ع  ر يتم ترحيل نواتج التفاعل ك

س8. ب الأرعة ومعرفة ال لامة من القطب الموجب باتجاه السالب  الأناب ر وقراءة ال شعاع ل لامة  لسل المتمم للدنا يتم س ال
سلسل الأص للدنا المرصاف تاج ال واست



ن  Hybridization Technologiesتقانات الت

ذه التقانات؟• دف  و  ما 

زئات ذه ا واشف موسومة ترتبط نوعيا  ن باستعمال  الكشف عن جزئات دنا أو رنا أو بروت

ذه التقانات؟• و المبدأ العام ل ما

ة1. موض النوو ن ا ليوتيدي:  حال ت ما  التتا الن عض ن مع  املت ن مت ت ارتباط جز

نات2. وت ن ال Antigenمع مستضد  Antibodyارتباط ضد :  حال ت

ذه التقانة؟• ما شروط نجاح 

نة 1. زئات الم ن ا ألفة الارتباط ب

)مع جزئات غ نوعية(شروط غسل قاسية للتخفيف من الارتباطات غ النوعية 2.



ن  Hybridization Technologiesتقانات الت

ن تقانات الت

 تقانات المصفوفات
الدقيقة

Microarrays

ن   تقانات الت
الموضع

In situ Hybridization

تقانات التبقيع
Blotting 

Technologies



    Blotting Technologiesتقانات التبقيع

طوات التالية• ك جميع تقانات التبقيع با :ش

ي1. را لام باستخدام الرحلان الك ا ع ال زئات المراد الكشف ع فصل ا

زئات من 2. لامةنقل ا ل ح السللوز إ غشاء من النايلون أو  ال ذا الغشاء  زئات ع  سب موقعھ بحيث ترتبط ا
لامھع  ال

ن غشاء النايلون أو 3. زيء أو التتا المراد الكشف عنھ السللوز ت واشف موسومة ونوعية ل مع 

ن عن طرق 4. تتحرى إشارة الوسم  الغشاء مكشافاتالكشف عن إيجابية الت



Southern Blotting ساوثرن تبقيع  

ا تع بالكشف عن جزئات دنا نوعية ذه التقانة تختص ي
سلسلات النوبمساب نوعية موسومة  ا بال .ليوتيديةومتممة ل

ذه التقانة• :آلية 

شطر جزئات الدنا جزئيا بواسطة أنزمات الاقتطاع1.

الأغاروزترحيل جزئات الدنا المشطورة  2.

 إ غشاء النايلون  الأغاروز لامةنقل جزئات الدنا من 3.
باستخدام منظومة التبقيع

حضن غشاء النايلون مع مسبار نو4.

الكشف عن إشارة الوسم 5.

:منظومة التبقيع•

حوض يحوي وقاء التبقيع•

لامةوضع الغشاء فوق • ا  ال ل ملاصق ل ش و

شيح تحت • لامةوضع عدد من أوراق ال ال

شيح فوق الغشاء• وضع عدد من أوراق ال

امل منظومة الت• يت  بقيعيوضع فوق جميع الأجزاء ثقل لتث

ذه التقانة :تطبيقات 
مة تحري الطفرات  الدنا باستخدام مساب متم•

سلسل  ترتبط بھ فقط الطافرلل
ن ناتج عن شذوذات وراثية• الكشف عن عدد  ج



:ألية عمل منظومة التبقيع

شيح الموجودة تحت  لامةب أوراق ال وض ب ال اصة وقاء التبقيع الموجود  ا ا

ل حسب موقعھ إ غشاء النايلون  الشعرة وتنقل جزئات الدنا 

يت الدنا ع الغ ب الوقاء وتث شيح الموجودة فوق الغشاء تزد من  شاءأوراق ال

:آلية الكشف عن الدنا المنقول إ الغشاء

و عبارة عن قطعة دنا  DNA Probeيتم حضن الغشاء مع مسبار دنا موسوم 1. و
م يھ بالمشارع لكن أك  موسوم ش

اك للتخلص من الارتباطات غ2. النوعية  يتم غسل الغشاء بمحاليل مختلفة ال
للمسبار ع الغشاء

المسبار عرض الغشاء إ مكشاف لتحري إشارة الوسم وتحديد موقع الدنا المرتبط ب3.

Southern Blotting ساوثرن تبقيع 



Northern Blottingتبقيع نورثرن 

ذه التقانة تقانة ساوثرن وتختلف• شبھ  ا  أن  من حيث المبدأ و الآلية  ع
ا  جزئات  زئات المتحرى ع رناا

ذه التقانة :تطبيقات 

ن ا ن ب ن مع ي  لايامقارنة مستوى التعب ا



ن  س Western Blottingتبقيع و

ن بما ي• ن السابق :يختلف عن التبقيع

لامة أكرل أميد1. نات وترحل ع  ا  بروت زئات المتحرى ع وفقا  ا
ز إ القطب الموجب للرحلان ا ا ا ووز ن ل

وسللوز بدلا من النايلون 2. ستخدم غشاء من الن

نات من ال3. وت ي لنقل ال را لامة إ يجري التبقيع باستخدام تيار ك
الغشاء

ية موسومة ونوعية ترتب4. نما أضداد بروتي ستخدم أي مساب و ل لا  ش ط 
ت ع الغشاء وتي المث نو وألفة عالية بالمستضد ال

ذه التقانة :ستخدم 

نات  •  الكشف عن وجود بروت
خلاصات خلايا أو  معينة

ن • وت الكشف عن فعالية ال
وت ن باستخدام أضداد نوعية لل

الفعال



ن  الموضع الت
In situ Hybridization (ISH)

•in situ Hybridization (ISH)  ا ة تتداخل من خلال ن  الموضع عبارة عن تقانة متم ة االت يو ية التقانات ا ز
سيجية  ة لدراسة وال لو ضرات ا ي  مقاطع ال وا كيب والتعب ا اال تم بواسط اقع نوعية  و تحديد مو

لايا والرناللدنا  . نوى ا

ذه الطرقة؟• و مبدأ  ما

ن مسبار  ن ب ليوتيديتفاعل ت ليوتيديموسوم وتتا  نو دف متمم لھ نو

ن؟• كيف يتم التحري عن ناتج عملية الت

ي للمساب الموسومة شعاعيا1. ر الشعا الذا التصو

سيجية كيميائية للمساب غ المشعة2. استخدام ملونات 



ن التألقي  الموضع الت
Flourescent in situ Hybridization (FISH)

ن التألقي  المو • ر الوسم الـتألقي غ الشعا وتقانة الت اية السبعينات تم تطو  Flourescent inضع  
situ Hybridization

ذه التقانة• تطبيقات 

يص المر  1. ية وسيلة مخابر ال رضة طرقة للكشف عن العوامل الممويصية جز
سيجية وسات  المقاطع ال راثيم والف ا

تحديد نوع الصب 2.

عض الأورام الصلبة3. ن الشاذ   تظ تضاعف ا

لايا 4. سيج الطبي الورميةتحديد ا ضمن ال

ذه التقانة؟• و مبدأ  ما

ن مسبار  سلسلھ المتمم ع الدنا  من مفلور ت تة مسبقا عمستحضرات الصبغيات مع   صفائح زجاجيةالمث

ذ• ن   ر ناتج الت ه كيف يظ
التقانة؟

ر  )تألقي( مفلور باستخدام مج



ن التألقي  الموضع الت
Flourescent in situ Hybridization (FISH)

ن Translocation الإزفاءحالة و الكشف عن  FISHأك تطبيقات • ن الصبغي سأو  22و  9 ب بصب  ما
عض مر  Philadelphia Chromosomeفيلادلفيا  ع لدى  اد الشا Acute Leukemiaابيضاض الدم ا

نج عن عملية • ن  الإزفاءما الذي ي ن الصبغي ؟22و  9ب

ن  ن  22ع الصب  المتوضعة BCRاندماج ج 9ع الصب  المتوضع ABLمع ج

اد؟ FISHما  الفائدة التطبيقية من تقانة   حالة ابيضاض الدم ا

الة من خلال تحري اندماج جين  يجة  ABLو  BCRيص ا الإزفاءن



للكشف عن حالة صب فيلاديلفيا؟  FISHكيف يتم استخدام تقانة 

ن : يتم استخدام مسباران نوعيان1. ن  BCRالأول يرتبط بجزء من ج ي يرتبط بجزء من ج ABLوالثا

ن من الصب 2. لية الطبيعية إشارت ن من الصب  9تمتلك ا شارت ن ع صبغ الأب و الأم 22و ل ج ن ل يجة وجود أليل ن

ا إزفاء 3. لايا ال حصل ف ر t(9,22)ا :تظ

ن بألوان فلورة مختلفة • ن متجاورت إشارت

ن• ن اللون أو إشارة مدمجة بلون متوسط ب

ان مسبار  نموسوما بمادة  BCRمثلا إذا  ئ ضراء ومسبار  الفلوروس نبمادة  ABLا ا إشارة صفراء  الرودام ر عند مراء تظ ا
ن  المفلورنعكس اندماج اللون





Microarraysالمصفوفات الصغرة 

ينات يصل إ عدة آلاف  الآن نفسھ: تطبيقات التقانة• ي لعدد كب جدا من ا سة التعب ا مقا

و مبدأ التقانة؟• ما

ل بقع صغرة 1. ش ينات مختلفة ع صفائح زجاجية و اصة بقطع من ا Micro-Spotsرط كث من شدف الدنا ا

ن قطع الدنا السابقة مع عينات مختلفة وموسومة من الدنا المتمم 2. عينة المدروسةالمرسال المستخلص من ال للرنات

سلسلات المتمم3. عكس كمية الرنا المرتبطة بال اصة قياس ك لشدة الإشارة الصادرة عن جميع الشدف بما  ا وا ة ل
ن ل ج ب



ينات المرتبطة بأحد أنواع السرطا ي ل نات  عينة كيف يتم تحديد التعب ا
مرض باستخدام المصفوفات الصغرة؟

ذه العينة1. اص  استخلاص الرنا المرسال ا

عملية ال العك2. شكيل الدنا المتمم للرنا المرسال 

ن  cDNAوسم 3. بواسم فلورة مع

ص سليم(متمم لرنا عياري  cDNAاستخدام 4. موسوم بواسم فلورة آخر) من 

ا5. تة عل ينات المث ة ع شدف ا او ن عين الدنا المتمم  نفس الوقت مع الصفيحة ا ت

ي التفاض 6. عد تحديد كمية  Differential Gene Expressionتحديد التعب ا  المرتبطة  الواسماتينات معينة 
ل بقعة ع الصفيحة





ة يو التقانة ا
Biotechnology 
عة اضرة الرا ا

صفاء دلا. د



Recombinant DNA technology / DNA cloning; Gene cloning; Cloning

A technology that uses enzymes to cut and paste together DNA sequences of interest. The

recombined DNA sequences can be placed into vectors that carry the DNA into a host cell. In

this host cell, the customized recombined DNA sequence can be copied or translated.



ذه التقانة ...الأسئلة ال قادت ل

ائن ال • ا خارج ال عض )In vitro(ل يمكن وصل قطع دنا غربة عن 

ا• ة غربة ع سيل وتكث مورثة ضمن منظومة حيو ل يمكن الوصول إ ت

ذه المورثة أيض.... بما أن المورثة مسؤولة عن صفة ووظيفة• ي ل ائن ل يمكن الوصول إ التعب ا ا خارج ال

ة جديدة...ال الذي أتت منھ ...ضمن منظومة حيو



ذه التقانة شافات ال أسست ل ...الاك

لايا دراسة عند ية ا ا البكت  1940 امع للصادات ومقاوم

ل حلقي DNA وجود لوحظ  السلسلة مضاعف الش

زيء ذا الكروموزومي DNA الـ عن منفصل  ع قادر ا

ي التضاعف  الوراثية المادة تضاعف عن بمعزل  الذا

اصة يا ا زيء ذا س .بالبك  قبل من Plasmid ا

غ يوشع العالم 1950 عام ليدر



كيف يتضاعف البلاسميد ذاتيا؟

ي والان قسام يحتوي ع مورثات منظمة للتضاعف الذا
لايا المضيفة داخل ا

 )Origin of Replication،ORI(



 Plasmidsأنواع البلاسميدات  

سية 1. Fertility factors or F plasmidsبلاسميدات ا

Resistance plasmidsبلاسميدات مقاومة 2.

Col Colicin plasmidsبلاسميدات 3.

Degradative plasmidsبلاسميدات التحلل 4.

ثة 5. ب Virulence plasmidsبلاسميدات ا

المادة الوراثية البلاسميدا
ت

ي لية البكت ةا



ذه التقانة شافات ال أسست ل ...الاك

يا عام • ية  1950أيضا أثناء دراسة البكت ناك سلالات بكت لوحظ أن 

وسات  Bacteriophagesمقاومة لف

غ جذري   Werner Arberالعالم   1960عام • نالك   DNAلاحظ أن 

لي ة عند دخولھ إ ا وسات حيث يقطع إ قطع صغ ة ذه الف

ية البكت

عزل أحد الأنزمات ال تقص  Hamilton Smithالعالم  1970عام • قام 

و وو أنھ يتعرف عليھ من خلال  DNAالـ   Recognition Siteالف

و DNAموجود ع الـ  الف



ذه التقانة شافات ال أسست ل ...الاك

زئات ذه سميت Restriction التحديد بأنزمات ا
enzymes أنزم 3000 حوا عد فيما حدد

:التحديد أنزمات عمل آلية
 بقص تقوم Endonuclease أنزمات  الأنزمات ذه•

 تد محددة مواقع  السلسلة المضاعف الدنا شرط
Restriction sites )ليوتيدية تتاليات  إ 4 نب خاصة ن

ليوتيدات 8 ل ن )فيھ خاص قص موقع أنزم ل
ن الأنزمات ذه تقص• :بنموذج

.aSticky ends

.bBlunt ends



ذه الأنزمات؟؟؟؟؟؟؟؟؟؟؟؟؟ DNAكيف لا يتأثر  يا  البكت

يا دنا يحتوي  ل البكت ائنات و ية ال اقع ع ا  زماتأن مو

 باطھارت خلال من الدنا حماية تتم النوى  حقيقيات عند التحديد

ستونات مع ة من ال غليفھ ج ة من النواة ضمن و  أما أخرى  ج

اص الدنا حماية تتم النوى  بدائيات عند  بالتخر  من ا ا

اقع متيلة خلال من الأنزمات ذه بواسطة اص القص مو  ةا

.التحديد بأنزمات



ذه التقانة شافات ال أسست ل ...الاك

م من•   أنزم الدنا مستوى  ع العاملة الأنزمات أ

Ligase حھوصلا  الدنا تضاعف  اما دورا يلعب الذي

شف• ,Gellert قبل من 1967 عام الأنزم ذا اك

Lehman, Richardson, and Hurwitz laboratories

ليوتيدات الأنزم ذا يصل•  الدنا رطش  المتجاورة الن

شكيل والمضاعف الواحد  ائيةثن فوسفاتية رابطة ب

ن الاس ليوتيدات ذه ب الن

Ligase

Ligase





Genetically engineered plasmids
Cloning plasmidsExpression plasmids

Multiple Cloning Site
MCS 

ا إ  لإدخال المورث المراد العمل عل
البلاسميد



Recombinant DNA cloning

ذه التقانة• :خطوات 

: المؤشب DNAإعداد الـ 1.

.aسلسل البلاسميد بنفس أنزم الاقتطاع ن و سلسل ا قطع 

ن مع البلاسميد باستخدام أنزم       Ligaseرط ا

b  . راثيم Transformationإدخال البلاسميد المؤشب إ ا

رثومية؟• لايا ا دف من إدخال البلاسميد المؤشب إ ا و ال ما

ل طبي 1. ش ن ع تضاعف البلاسميد الذي يحصل  يم ا لية  ت ا
رثومية ا

مل ع البلاسميد عن طرق  الرنا2. ن ا ي عن ا المرسال  التعب ا
ن ن وترجمتھ إ بروت ل



المؤشب DNAإعداد الـ 

:المؤشبة المورثة إعداد•

منا دفة المورثات من دائما ما ب تقانة  المس ي المنتج إ والوصول  ا و  التأش ا ن( لمورثةل ال وت  ال

س لذلك )الوظيفي صول  الضروري  من ل سلسل امل ع ا ليوتيدي ال نما للمورثة الن  المرمز  زءا فقط و

ن وت ستخدم ال القطع أنزمات تحديد الضروري  من .لل ا والتأكد للقطع س  تضم .ورثةالم ضمن لاتقطع أ

ة إضافة اصة القطع ج سلسل البدء رامز  قبل الأول  بالأنزم ا ضافة للمورثة المرمز  لل ة و اصة عالقط ج  ا

ي بالأنزم سلسل التوقف رامز  عد الثا طوة ذه تجرى  للمورثة المرمز  لل ات محملة خاصة بوادئ باستخدام ا  بج

  PCR الـ تقانة وتطبيق ذه القطع



إعداد المورثة المؤشبة

• RNA isolation

• RT-PCR (cDNA synthesis)

• PCR based cloning



PCR based cloning

• PCR based cloning is about making a copy of a piece of DNA and at the same time adding restriction
sites to the ends of that piece of DNA so that it can be easily cloned into a plasmid of interest.

• Primer Design for Restriction Enzyme Cloning



Steps of DNA cloning



Transformation of E. coli

غرب إ خلايا بدائيات  DNAإدخال •

النوى 

خدام يتم إدخال البلاسميدات المؤشبة باست•

را رارة أو التثقيب الك يالصدمة ا

ية دائما بحرار • لايا البكت  80-ة تحفظ ا

ليد  ا توضع ع ا وعند استخدام

يتم استخدام أوساط زرعية من الآغار •

ية لايا البكت ل



Steps of transformation

ليد• ية ع ا لايا البكت تحض ا

ية• لايا البكت إضافة البلاسميد المؤشب إ ا

ليد مدة نصف ساعة• ية مع البلاسميد ع ا لايا البكت حضن ا

توى لصدمة حرارة• ي بدرجة حرارة عرض ا ة مدة  42ضمن حمام ما ثانية 30درجة مئو

توى ضمن حاضنة خاصة بدرجة حرارة • ن ثم حضن ا ليد لمدة دقيقت سرعة إ ا توى  ة مدة ساعة 37إعادة ا درجة مئو

واشف عزل المستعمرات الإيجابية • يوي الملائم و اوي ع الصاد ا توى ع أطباق الآغار ا توزع ا

اصة بدرجة حرارة • اضنة ا ة رأسا ع عقب ضمن ا ة لمدة  37حضن الأطباق مقلو ساعة 24درجة مئو



يح؟؟؟؟ رثومية ع الدنا المؤشب ال لايا ا ل ا ل تحصل 

ن المقتطع و البلاسميد المقتطع بأنزم • زئيات  نفس العينة بالش Ligaseعند محاولة رط ا ل لايتم رط جميع ا
عاود طر البلاسميد المقتطع الاتصال معا أو أن يرتبط طر المورثة المقتط.. المطلوب مافيمكن أن  عض عة مع 

رثومية ال حصلت ع • لايا ا ؟)المتضمن للمورثة( المؤشب البلاسميدكيف يمكن تمي ا

ن ليوتيدي ن الن :باستخدام بلاسميدات تحتوي التتالي

راثيم ع أوساط تحتوي 1. راع ا ة بالتا عند اس يو نات المقاومة لنوع من الصادات ا ذا الصاد  يرمز أحد بروت
ذه الأوساط ة ع البلاسميد النمو ع  او ستطيع فقط تلك ا

ي يرمز أحد الأنزمات ال 2. ل إحدى  تتواسطالتتا الثا ازاتتحو  ذاااااااااااااااااااااللونية من الأبيض إ الأزرق  الر
التتا يحوي ع موقع شطر أنزم الاقتطاع



Transformed E. coli 

Dalla 2014



Mechanism of blue white screening



ب حصل حال  .1  تتداخل تأش
ن  نا سلسل  المؤشبة ا
 تالمستعمرا وتكون  للون  المولد
أبيض بلون 

ب يحدث لم حال  .3 و 2  :تأش
ن ارتبط  رالشط موقع خارج ا

ن(  طيرتب لم أو  )للون  المولد ا
 تكون  البلاسميد ع ائيا

أزرق بلون  المستعمرات

Selection of positive transformed cells



ة يو التقانة ا
Biotechnology 
امسة اضرة ا ا

صفاء دلا. د



Historical events in the development of cell culture
• 1878: Claude Bernard proposed that physiological systems of an organism can be maintained in a living system

after the death of an organism.

• 1885: Roux maintained embryonic chick cells in a saline culture.

• 1897: Loeb demonstrated the survival of cells isolated from blood and connective tissue in serum and plasma.

• 1903: Jolly observed cell division of salamander leucocytes in vitro.

• 1907: Harrison cultivated frog nerve cells in a lymph clot held by the 'hanging drop' method and observed the

growth of nerve fibers in vitro for several weeks. He was considered by some as the father of cell culture.

• 1910: Burrows succeeded in long term cultivation of chicken embryo cell in plasma clots. He made detailed

observation of mitosis.



Historical events in the development of cell culture

• 1911: Lewis and Lewis made the first liquid media consisted of sea water, serum, embryo extract,
salts and peptones. They observed limited monolayer growth.

• 1913: Carrel introduced strict aseptic techniques so that cells could be cultured for long periods.

• 1916: Rous and Jones introduced proteolytic enzyme trypsin for the subculture of adherent cells.

• 1923: Carrel and Baker developed 'Carrel' or T-flask as the first specifically designed cell culture
vessel. They employed microscopic evaluation of cells in culture.

• 1927: Carrel and Rivera produced the first viral vaccine - Vaccinia.

• 1933: Gey developed the roller tube technique.



• 1940s: The use of the antibiotics penicillin and streptomycin in culture medium decreased the problem of contamination in cell culture.

• 1948: Earle isolated mouse L fibroblasts which formed clones from single cells. Fischer developed a chemically defined medium, CMRL 
1066.

• 1952: Gey established a continuous cell line from a human cervical carcinoma known as HeLa (Helen Lane) cells. Dulbecco developed 
plaque assay for animal viruses using confluent monolayers of cultured cells.

• 1954: Abercrombie observed contact inhibition: motility of diploid cells in monolayer culture ceases when contact is made with adjacent 
cells.

• 1955: Eagle studied the nutrient requirements of selected cells in culture and established the first widely used chemically defined 
medium.

• 1961: Hayflick and Moorhead isolated human fibroblasts (WI-38) and showed that they have a finite lifespan in culture.

• 1964: Littlefield introduced the HAT medium for cell selection.

• 1965: Ham introduced the first serum-free medium which was able to support the growth of some cells.

Historical events in the development of cell culture



Historical events in the development of cell culture

• 1965: Harris and Watkins were able to fuse human and mouse cells by the use of a virus.

• 1975: Kohler and Milstein produced the first hybridoma capable of secreting a monoclonal antibody.

• 1978: Sato established the basis for the development of serum-free media from cocktails of hormones and growth factors.

• 1982: Human insulin became the first recombinant protein to be licensed as a therapeutic agent.

• 1985: Human growth hormone produced from recombinant bacteria was accepted for therapeutic use.

• 1986: Lymphoblastoid γIFN licensed.

• 1987: Tissue-type plasminogen activator (tPA) from recombinant animal cells became commercially available.

• 1989: Recombinant erythropoietin in trial.

• 1990: Recombinant products in clinical trial (HBsAG, factor VIII, HIVgp120, CD4, GM-CSF, EGF, mAbs, IL-2).



Cell Culture

ائن أواخر القرن التاسع عشر• ة جيدة خارج جسم ال انية حفظ أعضاء بحالة حيو بدأت الفكرة مع إم

يولو• ا ضمن محلول ف فاظ عل ية من حيوانات ومحاولة ا ثم عزل  عص

ت• ا  ا ن دجاج ومحاولة إكثار  أوائل القرن العشرن تم عزل خلايا من جن

شري من سرطان عنق الرحم لمرضة •  Henrietta Lacks منتصف القرن العشرن تم عزل أول خط خلوي 

Hela cellsسميت بخلايا 



Immortal cell line

Derived from cervical cancer cells

Gey et al., 1952

Hela cells

Dalla 2012



Cell Culture

راع بات أو اس لايا است  و ا

ا من يتم ال العملية  يةتنم خلال

 جخار  ا متحكم شروط تحت خلايا

ا ة منظوم يو الطبيعية ا



Culture conditions
راع ملائم• وعاء اس

س• ية محلول مغذي يؤمن العناصر الغذائية الرئ

يدرات فيتامينات  ية كرو من أحماض أمي

ومعادن

عوامل نمو•

رمونات•

)CO2, O2(والغازات الضرورة •

ملائمة  pHدرجة حرارة و•





How can we obtain cells for a cell culture?

collagenase 
trypsin
pronase



Continuous cells

Cancer cells, Embryonic stem cells, Germ cells



Continuous cell line



Cell Morphology Types

Fibroblast-like Epithelial-like Lymphoblast-like



Cell culture systems

اثر ع سطح وسط • لايا تت طبقة واحدة من ا

راع الاس

ن• وت راع مغطى بطبقة من ال ات أو سطح وسط الاس

لايا أن ترتبط إل ستطيع ا يد  ا عديدات البب ا لأ

ا ا ع سطح تملك مستقبلات ل

ذه العملية بالالتحام • لايا ال  Adhasionس  وا

ذه الطرقة  رع  adharent cellsس



Cell culture systems

• Suspension culture system

ل مع• نا ضمن محلول ع ش لايا  اثر ا لقتت

لايا بح• ذا النوع من ا فاظ ع مثل  الة يجب ا

ا راع حركة أثناء اس

ا ضمن • Shaker-incubatorيتم إكثار

ع لأغ• ل شا ش لايا  ذا النوع من ا راض ستخدم 

إنتاجية



What is the difference between cell line and cell strain?

ع عندما نتحدث عن مزارع خل• ون من بدائيات النوى أو حقيقيات النوى ولكن الشا ة يمكن أن ت لو ون المزارع ا ة ان ي و
يوانات لايا المعزولة من ا القصد ا

ن • لوي ( Cell line, Cell strainنا يجب التمي ب ط ا ة وا لو )السلالة ا
Cell strain

Primary cell culture

Cell line

Refers to the cells derived from a primary
culture or a single cell (clone) and possesses a
specific feature such as a marker
chromosome, antigen, or resistance to a virus.

Consists of cells with a uniform
genetic make-up.



What is cell culture used for?

•Model systems

لايا يولوجيا ا ستخدم كنماذج لدراسة بيولوجيا وف

لايا بة للمرض وا ن العوامل المس دراسة التفاعل ب

 لايا ع ا تأث العقاق

•Toxicity testing

 لاي ا خاصة المزارع دراسة تأث العقاق ومستحضرات التجميل والمواد الكيميائية ع نمو وسلامة نماذج مختلفة من ا

لية ة المشتقة من الكبد وال لو ا



What is cell culture used for?
•Cancer research

 لايا الطبيعية لايا السرطانية وا ن ا دراسة الاختلافات ب

لايا الطبيعية إ خلايا سرطانية باستخدام مواد كيميائية ل ا انية تحو وسات ومواد مش, يؤمن إم عة بالتا دراسة ف

ذه ية لعملية التحول  ز ة وا لو الآليات ا

 لايا السرطاني ي ل ة السرطانية تؤمن نظام اختبار للعقاق المناسبة للتدم الانتقا لو ةالمزارع ا

•Virology

  ا وسات لإنتاج اللقاحات المضادة ل ية(وسط لإكثار الف يوانات ا )ستخدم كبديل ل

 لية المض ا  العدوى والنمو  ا ستخدم ا ودراسة الآليات ال  وسات والكشف الط ع يفةعزل الف



What is cell culture used for?

•Cell-based manufacturing

 وسات المستخدمة  إنتاج اللقاحات ة من الف إنتاج كميات كب

 نات علاجية ومواد طبية أو ح تجا ا  إنتاج بروت ة من خلايا معدلة وراثيا لاستخدم مةإنتاج كميات كب رة م

•Genetic counseling

 ة أو صبغية من خلال ات خلو شو ية الأو عن أي  ني يصية للكشف المبكر  المراحل ا عزل خلايا  تقانة 

لايا  راع ا ا  مخ اس ية ودراس جني



What is cell culture used for?

•Genetic engineering

 لو ات ا امة  دراسة التأث ية  ا يؤمن وسيلة جز ة بإدخال دنا جديد إل لو انية برمجة المزرعة ا ة ع التعب إم

لايا ذه ا ن المنتج   وت ي والتحكم بكمية ال ا

•Gene therapy

 ا وراثيا لإصلاح عديل ن و ي مع لل ورا عرضت  ا جينات وظيفية أو  سيج مرض تنقص لايا  عزل خلايا من  ذا ا

ص المصاب                                                               لل



What is cell culture used for?

•Drug screening and development

 س فقط لاختبار سمية عقار ولكن ايدة  الصناعات الدوائية ل مية م لايا أ أيضا لاختبار  للتحاليل المعتمدة ع ا

انية استخدام مركبات عديدة كعقاق دوائية إم





ة يو التقانة ا
Biotechnology 
اضرة السادسة ا

صفاء دلا. د



ية  DNAتقانات إدخال لايا ا غرب إ ا
 Introducing foreign DNA into livin cells 

قن الدقيق    • Microinjectionتقانة ا

لايا      • Cellتقانة اندماج ا fusion

DNA DNA Directتقانة الامتصاص المباشر لـ • Uptake

Chemical methodsالطرق الكيميائية    1.

ي   2. را Electroporationالتثقيب الك

رارة   3. Heat shockالصدمة ا



Microinjection



Microinjection

• Microinjection: is the use of glass microinjection needles with very fine tip (0.1 to 0.5 μm) to directly inject 

foreign gene fragments into pronuclear embryos or cultured cells.

• Magnification power of around 200x

• Substances that can be injected: various organelles, sperms, kinases, histochemical markers (such as 

horseradish peroxidase or fluorescent materials), proteins, metabolites, micro-heads, ions, 

antibodies, genes, mRNA and DNA.



Microinjection applications

ي • قن الدقيق  عمليات الإخصاب ا In vitro fertilizationستخدم تقانة ا

لايا• ي لمواد وراثية غربة إ ا عت طرقة واسعة الاستخدام كناقل ورا

امة جدا للوصول إ حيوانات معدلة وراثيا• Transgenicطرقة  animalsنة, من خلال حقن جينات , خلايا جذعية جن

ة خلايا جسدية, ناقلات حيوانات منو

ة جدا من مادة كيميائية تصل إ • ذه التقانة من حقن كميات صغ إ خلية واحدة أو مجموعة من  Picoliterتمكن 

ي  لايا لاختبار عقار دوا Pharmacologicalا drug test

A picoliter is a trillionth (one millionth of a millionth, or 10 to the -12th power) of a liter



Cell fusion

لوي  الاندماج• ة عملية و ا مة خلو ا من يتم م لايا من العديد اتحاد خلال  نواةال أحاديات ا

ل ش النواة متعددة خلية ل

لوي  الاندماج يحدث• لايا العضلات تمايز أثناء طبيعيا ا ية وا ني كالش والتمايز ا

مة حادثة عت• لايا ن  م ا ع تحصل بحيث ا اصة وظائف ا



Cell fusion types

Homotypic cell fusion Heterotypic cell fusion



Cell fusion methods

ي  را لايا الك يا  طرقة دمج ا لايا مخ Electricalأك الطرق المستخدمة  اندماج ا cell fusion

ا من بالقرب خلايا وضع يتم  لانرح ضمن عض

متقطع

ب عندما لايا تق ا ا ا من كث  تطبيق ميت عض

ي نبض را ةا الأغشية نفوذية إ يؤدي ك  لو

لايا التا المتجاورة ل لايا اتحاد و .ا



Cell fusion applications

• Hybridoma Production

Hybridoma is a cell line arising from one hybrid cell that is

capable of secreting a monoclonal antibody. The hybrid cell

is produced through the fusion of specific antibody

producing B-cell from an immunized animal (usually a mouse,

rat or rabbit) and which has a finite lifespan, with a cell from

an “immortal” cultured myeloma cell line (e.g. mouse NS-1

or NS-0).



Cell fusion applications

• Twist of fate

.a ي س عشوا ل نو ول ش ضة  اندماج النطفة بالبو

.bلايا العضلية غ الم ا با ا باندماج ة ع مئات النوى يتم إصلاح او تمايزةالألياف العضلية المتأذية وا

.cية أو خلايا نقي العظم ية ع الاندماج بخلايا عص ني ذعية ا لايا ا قدرة ا

.dة بمواصفات سرطانية وجذعية وتظ شكيل خطوط خلو يا أدى ل ر مقاومة دمج خلايا جذعية وخلايا سرطانية مخ

عالية للعقاق الطبية



Cell fusion applications

• Nuclear transfer for transgenic development

The technique of nuclear transfer allows the reconstruction of an embryo by the transfer of genetic material 

from a single donor cell, to an unfertilized egg from which the genetic material has been removed.

عة وحيدة إ بيضة غ مخ• ن من خلال نقل مواد وراثية من  خلية مت ذه التقنية بإعادة تصميم جن وعة سمح  صبة م

المادة الوراثية



Nuclear transfer for transgenic development



ن• وم ن مف ذه التقانة يجب التمي ب :عندما نتحدث عن 

.1Transformation

غرب إ خلايا بدائيات النوى  DNAعملية إدخال 

.2Transfection

غرب إ خلايا حقيقيات النوى   DNAعملية إدخال 

DNA DNA Directتقانة الامتصاص المباشر لـ  Uptake



Chemical Methods
Electroporation

DNAتقانة الامتصاص المباشر لـ 

Direct DNA Uptake 



DNAتقانة الامتصاص المباشر لـ 

Chemical Methods

Direct DNA Uptake 
فوسفات 
السيوم  ال

يديةجزئات   لي
موجبة



Calcium phosphate transfection

ل السيوم فوسفات مع معقد المؤشب الدنا ش ل ولھ الدنا غلف المعقد ذا ال لايا مع استم ع وضعھ عند إبري  بلوري ش  ا
لاسما إ دخولھ عد Phagocytosis ببلعمتھ تقوم تو تولاس الغشاء يتحلل الس صلة الس و  phagosome المبلعمة ل

سيمات بواسطة الة ا ا وتتحرر  ا ونا لية ضمن م لايا داخل إ الدنا وصول  يؤمن مما ا ا



Issues of calcium phosphate transfection

لايا• أقدم الطرق المستخدمة لإدخال دنا غرب إ ا

يا• ل المواد مخ انية تج  لفة مع إم قليلة ال

لايا• ة ع ا ة, عت خط لو ب البلورات أذية لقسم كب من المزرعة ا س

ذات سمية عالية   •

lowكفاءة منخفضة • effeciency



How can this issue be resolved?



Cationic lipids mediated transfection



Cationic lipids advantages
زئات• ل شيوعا عالميا لإدخال ا التالية  الطرقة الأك

لايا إ ا

plasmid DNA, antisense oligonucleotide, and RNA 

interference (RNAi) molecules  

يا • س تتم بكفاءة عالية 

سمية ضعيفة •



Transient and stable transfection

Transient transfection
Stable transfection

Cells express the foreign gene

Cells express the foreign gene

Cells do not integrate foreign gene into their genome

Cells integrate foreign gene into their genome

New gene will not be replicated.

New gene will be replicated.

Begins with a transient transfection and followed with
selection process of transfected cells

For studying the effects of short-term expression of
genes or gene products, or protein production on a small
scale

Long-term gene expression

protein production on a large scale, longer-term 
pharmacology studies, gene therapy or research on the 
mechanisms of long-term genetic regulation.



لايا DNAتقييم كفاءة إدخال  غرب إ ا

ضراء • نات الفلورة ا وت و ال م المعاي المستخدمة  أ

 Green Fluorescent Protein )GFP(

نات ون  بروت شع أمي حمض 238 من تت ا عند فلوري أخضر بلون  و  وءلض عرض
ل البحرة الأحياء من الكث  المادة ذه تتواجد .اللون  أزرق ش  قنديل  خاص و
ا نوع من البحر وور ا إي شاف تم .فكتور ن ذا اك وت  لكن و 1962 عام عزلھ و ال
ة التجارب  باستخدامھ البيولوجيا علماء بدأ يو   يةالوراث التقانات و ا

يات سعي .الما القرن  من ال

م المواد المستخدمة  مجالات العلوم ضراء من أ نات الفلورة ا وت ة  ال يو ا
، و  ية  ا لايا العص ستخدم لمراقبة عمليات نمو ا ديثة، حيث  شار ا كيفية ان

لايا السرطانية ا





ة يو التقانة ا
Biotechnology 
عة اضرة السا ا

صفاء دلا. د



Genetic engineering and Transgenic Organisms

• Genetic engineering: Modifying the genomes of living organisms

• Genes of one species can be modified, genes can be transplanted from one species to another, or somatic cell 

nuclear can be transferred

• Genetic engineering is made possible by recombinant DNA technology

• Organisms that have altered genomes are known as genetically modified organisms



Genetic engineering and Transgenic Organisms

Transgenesis: is the process of introducing a gene (referred to
as a transgene) from one organism into the genome of another
organism. The aim is that the resulting transgenic organism will
express the gene and exhibit some new property or
characteristic.

• Most transgenic organisms are generated in the laboratory
for research purposes

• Transgenic organisms have also been developed for
commercial purposes



Examples of transgenic organisms with commercial value

Vaccine producing bananas
Vaccine for hepatitis B virus (HBV)

Golden rice
produces beta-carotene



Examples of transgenic organisms with commercial value

Goats that produce important proteins in 
their milk
Human antithrombin, Growth hormone, Insulin, Spider 
silk

Chymosin producing microorganisms
Modified to produce the enzyme chymosin, 
which splits milk to make cheese



؟
ً
ائن محور وراثيا صول ع  كيفية ا

ائن معدل 
وراثيا

ن نإقصاء ج إضافة ج

سدية  نقل النواة ا
ساخ والاست

ن عديل ج



ن إقصاء ج

ذه التقانة• دف من  :ال

نات ال 1. وت ا التعب عن ال صول ع نماذج حيوانية يل ف اا ينات ترمز ذه ا

ائن ال2. ري لل ن  النمط الظا دراسة تأث إقصاء ا

ولة أو غ محددة بدقة3. انت الوظيفة مج ن  حال  استقراء وظيفة ا



ن  الفأر طوات المتبعة لإقصاء ج ا

ن المراد إقصاؤه بتفاعل • يم ا ن PCRت واستخدام مشارع نوعية ل

ة • يو ن مقاوم لأحد الصادات ا ن يرمز بروت ن(غرس تتا ج س ن المراد إقصاؤ ) النيوما تج عنھ داخل تتا ا ه مما ي
عطيلھ

ية• ت إ خلايا فأرة جني ن المعطلة  ا :تنقل ا

ب المتماثل 1. لايا بواسطة التأش ن ا ن الأص الموجودة  مج سلسل ا  Homologous(تتداخل مع 
Recombination(

ن الأصلية 2. ان ا ن المعطل م ينغرس ا

ن الأص • ان ا ن المعطل م غراس ا ا ا ية ال ن ف ني لايا ا غ(انتقاء ا لايا إيجابية الا )راسا

ة لا• ن فأر آخر لتتطور إ خلايا وأ غراس  جن لايا إيجابية الا ن المعطل حقن ا ع عن منتج ا



ن إضافة ج

دف من التقانة؟• و ال ما

  ري ن حيوان آخر واستقراء النتائج ع النمط الظا ن إ مج ذا ا شرة ما بإضافة  ن  يوان دراسة وظيفة ج ل

 ن أو الانتاج ذا ا غرض التجرب ع وظائف  ائن آخر  ن  ن غرب معروفة الوظيفة  إضافة ج

ذه العملية؟• ما خطوات 

ضة قب1. ن المراد إضافتھ داخل طليعة النواة للنطفة أو البو ة ع ا شري حاو ل اندماج تحقن قطعة من الدنا ال
شكيل  الزجوتطليع النوى و

ون نحو  الزجوتتنقل 2. ن لت ن نمو ا شرة %30إ رحم فأرة أم بديلة  و ن ال ع عن ا من الذرة إيجابية 

ذه التقانة؟• ع ل و المثال الشا ما

شري إ الفأر رمون النمو ال ن  إضافة ج

ن غرب؟• س الفأر الذي تلقى ج ماذا 

Transgenic Mouse



ساخ سدية والاست نقل النواة ا

ذه التج• ساخ وما  انت بداية محاولات عمليات الاست ارب؟م 

انز  ي  يمانبدايات القرن العشرن من قبل العالم الألما .  س

انت نقل نواة إحدى خلايا القسيم  ن الأروميالتجرة  ني  ن ا
وعة النواة ذه أدت إ تطور ا. الضفدع إ خلية م لية عملية النقل 

ت النواة لتعطي شرغوفا سليما س .ال اك

ساخ؟• ما النتائج المطورة لعملية الاست

لموت بإنتاج حيوان ثدي بطر 1996انت عام  قة من قبل العالم إيان و
سمية  لية ا Somatic cell nuclear transfer (SCNT)نقل نواة ا

ساخ من حيث • يف عمليات الاست و تص ما
ا العملية؟ تطبيقا

اثري 1. ساخ الت إنتاج : Reproductive cloningالاست
ل مسب ش عرف صفاتھ الوراثية  قائن  

ساخ العلا 2. إنتاج : Therapeutic cloningالاست
ية معروفة الصفات الوراثي ة خلايا جذعية جني
ا إ خلايا و تفيد  الطب  يمكن تحرض تمايز

  Regenerative medicineالتجديدي 



اثري  ساخ الت Reproductive cloningالاست

؟• ة دو ساخ الن طوات المتبعة  است ما ا

س . 1 ة الأم من فصيلة أغنام  ارة من الغدد الثدية للن راع خلايا ظ بيضاء لون الوجھ Poll Dorsetsاس

ب . 2 رعة و لايا المس االنواة اختيار إحدى ا م

صول ع . 3 ا ا بت نوا س خلية بيضية  سوداء لون الوجھ Scottish Blackfaceلأغنام من فصيلة أخرى 

لوي تم . 4 وعة النواةمن خلال عملية الاندماج ا لية البيضية م لية الثدية مع ا ر النواة من ا لية البيضيتم  ص يةحقن النواة داخل ا

ن من الأغنام. 5 ن مختلفت يو من فصيلت ينة بنواة و تج خلية  ت

لت  لية تطورت وانقسمت بتوف الظروف الملائمة ح ش مية ذه ا سة الأر  Blastocystsالك

ذه . 6 سةنقلت    Scottish Blackfaceلأن من فصيلة  Surrogate motherإ رحم أم بديلة  الك

ذه الأن ولدت . 7 مل عند  ة دول ذات الوجھ الأبيضعد حدوث ا الن



ساخ الاست
Cloning



ساخ العلا  Therapeutic cloningالاست

نة بصفات وراثية معروفة مسبقا• إنتاج خلايا جذعية جن

ذه التقانة :خطوات 

لوي 1. شرة معروفة الصفات الوراثية  الطور ا G0تؤخذ خلية جسمية 

وعة النواة2. لية السابقة وتزرع  خلية بيضية م ع نواة ا ت

مية3. سة الأر ينة لتصل إ مرحلة الك لية ال تتطورا

ية 4. ني ذعية ا لايا ا مية Embryonic stem cellsشتق ا سة الأر من الك

ص المع5. ستخدم  تجديد ال لدى نفس ال ا لتتمايز إ خلايا و يمكن أن  لايا يمكن تحرض سمية  ذه ا لايا ا طي ل



ساخ العلا ....الاست



ية  ي Gene Pharmingالصيدلة ا

مة التطبيقات إحدى • يع عالم  الم ائنات  الدواء تص ية ال ينات افةإض تقان دمج خلال من ا  ا
سمية النواة ونقل معا ا

ذه التقانة• :مثال عن 

شري  النمو رمون  إنتاج ن عن ع Transgenic ماعز أن توليد ع الماعز حليب  وجمعھ ال  النمو رمون  ج
شري  ا ثم ال ساخ ا من عض بنقل است سدية نوا وعة بيوض إ ا النوى  م



ن تحرر1. شري  الدنا من النمو رمون  ج ال

ن حقن2. ل النمو رمون  ج ري  ش صبة البيوض إحدى نواة  مج للماعز ا

ر يتم3. ل  وراثيا والمعدلة الملقحة البيوض تطو ش ن ل جن

ن ذه ينقل4. ن   بديلة أم رحم إ ا

مل عد5. تج والولادة ا ا  النمو رمون  تفرز  وراثيا معدلة ماعز ت حلي

ن جمع يتم6. ليب من وتنقيتھ النمو رمون  بروت كدواء لاستخدامھ ا

ساخ يتم7. ا بنقل النمو  رمون  عن ع  وال وراثيا المعدلة الماعز  است و  مخصبة بيوض إ نوا  مأخوذة النواة عةم

ساح Donor معطي ماعز  من ورة الماعز  من اف عدد لاست نتاج وراثيا ا النمو رمون  من افية كمية و

شري  النمو  رمون  إنتاج خطوات الماعز حليب  ال



Biotech gene pharming



و  ستخدم  الصناعة باستخدام الماعز ا نات   إنتاج بروت
ً
رة وراثيا

ن حرر العنكبوت  الغدد الثديية لإناث ماع Spider Silkإنتاج خيوط حرر العنكبوت • ي عن ج ز معدلة ع التعب ا

وراثيا

ليب• ن وتنقيتھ من ا وت يتم جمع ال

رر • ن ا يع  المأشوبيمكن الاستفادة من بروت عسكرة مقاومة للرصاص  بزات تص

يوي • رر قساوتھ أع بخمس مرات من الفولاذ لذلك أطلق عليھ الفولاذ ا Biosteelذا ا



ن  ي ع مستوى ا أحدث التقنيات المستخدمة  التعديل الورا
In vivo

• CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat)

ة منتظمة التباعد• :التكرارات العنقودية المتناظرة القص

ي    • جزء من النظام المنا البكت

سلسلات دنا • يا  بدائيات النوى  توجد  نوع من  البكت

ائن مثال  • ا ال ية الدخيلة ال يتعرض ل ي يا ضد العناصر ا ا البكت يوف :ستخدم وس بكت اجف



CRISPR

آلية دفاع :كرس 

ب• اثر داخل  عندما يص يا ليت ية فإنھ يحقن حمضھ النووي داخل البكت لايا البكت يوفاج ا ة  البك يا بأعداد كب البك
ا قد تقتل

وس، ومن ثم تخزن تلك ا• مض النووي لذلك لف يا أنزمات لتقوم بجمع قطع من ا ا تطلق البكت لشيفرة  عند
"كرس"أرشيف يد 

زن  كرس• مض النووي ا يا ب ا وس مماثل مرة أخرى، تقوم البكت يا لف عرض البكت يئة عند   ،RNA ع 
  crRNAس 

ن • ن القطع  crRNAيق وت ن جزء من الـ  ،cas9ب اص  الذي crRNAيبحث عن تطابق ب مض النووي ا ن ا يحملھ و
وس .بالف

وس يتم تحف   • مض النووي للف ه DNAقطع سلسل  cas9عند التعرف ع ا  تدم
ً
با وس، مس اصة بالف .ا



CRISPR

يا ، للتعديل ع• ينوم ر العلماء نظام كرس الموجود  البكت ية،   ا ائنات ا لأي نوع من ال

ي • مض الورا ن من ا ار صفة وراثية غ  DNAعن طرق قص جزء مع ا بدقة لإزالة جينات مسؤولة عن إظ اص  ا

ا بجينات أخرى  بدال ، أو اس ائن ال ة  ال .مرغو

سيان  نظام كرس• ونان رئ ما 9اس -ناك م :و

ن • CRISPR associatedأو ،cas9بروت protein 9

guideجزيء • RNA



:9اس-تطبيقات كرس

وس • ي لف HIVالعلاج ا

وس نقص المناعة ال 2017 عام  ان لف ادة مقاومة الف ن  ز ني ن الص شرة عن طرق ، ن فرق من الباحث

لايا ل فعال من دخول ا ش وس  ن الذي يمنع الف .  تكرار طفرة  ا



:9اس-تطبيقات كرس

وي  ، قام عالم صي يُد 2018عام  ا    خھ جيان  شرة وزرع رحم الأم قبل أن  بتطبيقھ للتقنية ع خلايا أجنة 
.نانا "و" لولو"تولد الأجنة التوأم 

وس    ن لـف ما لتصبحا مقاومت اصة  ب لمرض HIVحيث قام بتعديل الشيفرة الوراثية ا وذلك عن   الإيدز  المس
وتي ن المنتج للمستقبل ال عطيل ا اص الذين  CCR5  طرق استخدامھ تقنية كرس   الذي لوحظ أن الأ

ل غ ش ن  ونوا مقاوم عون لي ذا المستقبل ي ل الوظيفي ل م الوراثية إ الش ي  اعتيادي لمرض الإيدز تفتقر ب
وس  ة  الأوساط العلمية لأسباب أخلاقية ،HIVوف ة كب .ما أحدث 


