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تنقــية الفيروسات

Virus Purification



تنقية الفيروس

:التنقيةعمليةتعني

الفيروسجزيئاتعلىالحصول

.منفردةبحالة•

.عاليبتركيز•

.الإصابةعلىالقدرةمنعاليةدرجةعلىيكونأن•



بالخلية(الفيروسيةالجزيئات)الفيروسلإرتباطنظرا  1.

منصهاستخلاالفيروسعلىللحصوليلزمفأنهدائما  

.اتيالنببالعصيرمعلقصورةفيالنباتيةالخلايا

فيتتواجدالتيوالأصباغالبروتيناتلكثرةنظرا  2.

لتنقيةاعملياتمنسلسلةأجراءيلزمالنباتيالعصير

الجزيئاتعلىالمحتويالنباتيالعصيرعلى

.الفيروسية



ظةالمحافمعمنفردةالفيروسجزيئاتعلىالحصولهوهذهالتنقيةعملياتمنالهدف

إصابةدثتحلاالتيالمكوناتعنالإمكانبقدرخالصشكلوفيالإصابةفيفعاليتهاعلى

المادةعلىاللازمةالعملياتأجراءمنلابدالفيروسيةالجزيئاتعلىالحصوليمكنوحتى

.والكيميائيةالطبيعيةخواصهالاستنتاجالفيروسية



خطوات تنقية الفيروس

أختيار الـــعائل

Selection of Host Plant 

أختيار الـــسلالة الفيروسية

Selection of Virus Strain

التنقية المناسبةأختيار طريقة 

Selection of Purification Method



:الآتيراءالأجيلزمالكيميائيةأوالطبيعيةخواصهدراسةيرادمافيروسجزيئاتلتنقية

Selectionالــأختيار1. of Host Plantـعائل:

العصيرعلىللحصولوذلكللفيروسالملائمالعائليختارأنالدراسةفيالبدءقبليجب

.نقيةالتعملياتعليهاستجرىالتي(الفيروسيةالجزيئات)الفيروسعلىالمحتوي

:هيالعائلفيتوفرهاالواجبالشروطاهم

.العائلالنباتتكاثرسهولة•

.فيهالمعدوىإجراءسهولة•

.الورقيالمحصولوفرة•



:هيالعائلفيتوفرهاالواجبالشروطاهم

.العصيرمنمحتوياتهزيادة•

.الوعائيةأنسجتهخصوصا  المختلفةأنسجتهداخلالفيروسأنتقالسهولة•

Darkالقاتمةالصبغاتمنخلوه• pigmentsيوالتالنباتيالعصيرفيتنتشرالتي

.استخلاصهاويصعبالفيروسيةالجزيئاتمعمرتبطةكثيرا  تكون

خروجهابعدخاصةالفيروسنشاطفيتؤثرالتيinhibitorsالمثبطاتمنخلوه•

.الخليةمنواستخلاصها



جماوحشكلاالمتشابهةالجزئياتذاتنشطةالغيرالبروتيناتمنالإمكانبقدرخلوه•

.الريبوسوماتمثلاستخلاصهاالمرادالفيروسيةالجزيئاتمع

.أخرىبفيروساتالتلوثمنخاليأيالفيروساتمنفقطواحدنوععلىيحتويأن•



Selectionالــأختيار2. of Virus Strainالفيروسيةـسلالة:

تحديداستهادرفيالبدءقبليلزمفيروسيةسلالةمنأكثرلهايكونالتيالفيروساتحالةفي

.الدراسةعليهاسيجرىالتيالسلالة



:التاليةالشروطتوفرالفيروسيةالسلالةاختيارحالةفييشترط

تلفتخحيثالنباتيالعائلداخلتضاعفهاسرعةآخربمعنىأوالفيروسيةالجزيئاتمنإنتاجهاغزارة•

.الخليةداخلتركيزهازيادةسرعةفيالفيروسيةالسلالات

متهامقاومثلعليهاالمختلفةالدارسةوعملياتالتنقيةعملياتإجراءعلىتساعدالتيالصفاتتوفر•

.الطبيعيةخواصهاوثباتللأنحلال

Geomaticsالوراثيثباتها• stabilityغيرتبدونالوراثيةبصفاتهاالاحتفاظعلىقدرتها:بذلكوالمقصود

.والدراسةالتنقيةفترةأثناءطفراتحدوثأو

الجزيئاتعنحرةتحضيرهاسهولةآخربمعنىأوالريبوسوماتأوللعائلالنوويةبالبروتيناتارتباطهاعدم•

.الفيروسيالنشاطلاتحتملالتيالبروتينية

.صيبهاتالتيالعوائقعلىالإصابةلمظاهرتكوينهاوسرعةالمختلفةالعوائلإصابةعلىالعاليةقدرتها•





Selectionطريقةأختيار3. of Purification Methodالمناسبةالتنقية:

أيمتجانسرتحضيعلىللحصولالبروتينكيمياءعلىأساسهافيتعتمدمختلفةطرقعدةالفيروساتلتنقية

أمالتفصطرقبإتباعالكيميائيالتركيبموحدةجزيئاتمنمكونةفيهحدهعلىكلواحدمكونعلىيحتوي

أواحدومنهاوالذيمختلفةمحتوياتالىالمخلوطتفصلأوالمخلوطمنالفيروسجزيئاتأماوالغريبةالمواد

.الفيروسيحتويأكثر



:التاليةالنقاطالمختلفةللفيروساتالتنقيةعملياتتشمل

.Extractionالعائلنسيجفيالفيروسعلىالمحتويالمصابالخامالعصيراستخلاص•

.Clarificationالمصابالعصيرترويق•

(الفيروسوتجميعترسي).Purificationالفيروسعلىالحصول•

P
u

ri
fi

ca
ti

o
n Extraction

Clarification

Purification



:(الفيروسبروتين)مابروتينتنقيةعندمراعاتهايجبمهمةقواعدهناك

.المختلفةpHالولدرجاتالمختلفةالحرارةلدرجات(الفيروس)البروتينثباتدرجةمعرفة•

.الكيميائيةوالطبيعيةخواصهفيتغيرأيحدوثدونالبروتينيترسبأنيمكن(الماءغير)المذيباتمنأيفي



:اولا  

:العصيرأستخلاص

النسبةتكونوبذلكالمنظمالمحلولمنمل6إليهايضافثمالمثلجةالمصابةالأوراقمنجم1وزنيتم-1

(6:1).

.بالهاونالأوراقتطحن-2

أنبوبةيفالحجميكملأنويراعيالمركزيالطردأنبوبةفييوضعثمالمعقمالشاشباستخدامالعصيريصفى

.المنظمالمحلولمنمل6الىالطرد



:ثانيا  

:العصيرترويق

.دقائق5لمدةالدقيقةفيلفة3000عندالسابقةللأنبوبةمركزيطردعمليتم-1

مذيب)الكلورفورممنمل½لهايضافثمأخرىطردأنبوبةالىالأنبوبةمنالرائقينقلالماصةبإستخدام-2

دقائق5لمدةالدقيقةفيلفة3000عندمركزيطردلهايعملثمدقائق،5لمدةالشديدالرجيتمثم(عضوي

.الرجبعدمباشرة

أنبوبةيفالحجميكملأنويراعيالمركزيالطردأنبوبةفييوضعثمالمعقمالشاشباستخدامالعصيريصفى

.المنظمالمحلولمنمل6الىالطرد



:أهمهامنالكيميائيةالطرقأحدباستخدامالفيروسوتجميعترسيب:ثالثا  

Salting)التمليحطريقة Out)



:ثالثا  

:أهمهامنالكيميائيةالطرقأحدباستخدامالفيروسوتجميعترسيب

Salting)التمليحطريقة Out)

علىالدخانموزيكفيروسفصلمنتمكنحيثStanly,1935هوالطريقةهذةاستخدممنأول

حيثالبروتينعلىطبيعيتأثيرمنلهالما%100الأمونيومكبريتاتمحلولباستخدامبللوريشكل

الىيضافحيث،%50عندفيترسبالجلوبيولينأما،%100تشبععنديترسبالألبيومينأنوجد

لجزيئاتترسيبفيحدثيتركثمدقيقة15لمدةويقلبالفيروسيةالجزيئاتعلىالمحتويالراشح

إضافةعمليةتكررثم.أخرىمرةمحلولليكونماءفيالراسبويعلقالراشحيستبعدثمالفيروس،



.وترشيحهتعليقةإعادةيمكنالذيالفيروسجزيئاتترسيبفيتكررالامونيومكبريتاتمحلول

:المشبعةالأمونيومكبريتاتإضافة•

.ثلجيحمامفيالمشبعةالأمونيومكبريتاتتحضيريتم

أخرىطردأنبوبةالىالترويقعمليةفيالسابقةالأنبوبةمنالرائقينقلالماصةبإستخدام1.

لمدةتركتثمالمشبعةالأمونيومكبريتاتمنحجمهنصفإليةيضافالمصابالعصيرمنالرائقحجمحسبوعلى

.الثلاجةفيساعة24

.دقيقة20لمدةالدقيقةفيلفة9000عندمركزيطردعمليتمالفترةهذةبعد.2

حتىعةسافترةويتركمعلومةبكميةالمنظمالمحلوللهفيضافالراسبأماالرائقمنالتخلصيتمذلكبعد.3

طردعمليثمالامونيومكبريتاتسطحعلىادمصاصهابعدالمحلولفيأخرىمرةالفيروسجزيئاتانتشاريعاد

.دقيقة30لمدةالدقيقةفيلفة6000عندمركزي



.الكبريتاتأملاحمنكمية+نقيفيروسعنعبارةهوالناتجالرائقالمحلول.4

استخدامبالمحاليلفيمنفذةالشبةالأغشيةخلالالأنتشار)الأسموزيةخاصيةطريقعنمنهاالتخلصيتم.5

.(متعادلةpHدرجةذوفوسفاتيمنظممحلول



:النباتإصابةفيالتنقيةعمليةكفاءةمدىأختبار

وتدونالصوبةيفيوضعثمالنقيبالفيروسميكانيكا  حقنةيتمثمالمناسبالعائلتوفيريتم

دالطرأجهزةبإستخداموذلكالفيروسجزيئاتلترسيبأخرىطبيعيةطرقهناك.النتائج

املاحأوالسكروزمنالمتدرجالكثافةعمودذوالمركزيوالطردالسرعةفائقالمركزي

.السيزيوم





Figure1.(d,e) Electron microscopy. Negative stain images of rAAV9 purified (d) using the

sodium citrate method, or (e) using discontinuous step gradient of iodixanol.8 The inserts in

the lower right hand corner are close-up images of the virus capsids. Filled arrowheads point at

the DNA-containing particles; empty arrowheads: at the empty capsids; black asterisk

indicates proteasome; white asterisk indicates deformed AAV particle.

Figure 2. A) Two bands of virus in the tartrate gradient are visible when a small light source is

placed beneath the centrifuge tube. B) The upper band contains empty capsids, which have

intact VP0 whereas the lower band C) contains native infectious virus. As assayed by negative

stain TEM (shown) and PAGE gel (data not shown).
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