
 ما لبل صح sequenceال حصلنا اذا فٌها بنشٌن الً فٌها الً العملٌة هً  
 على التكلفة كل وتروح غلط شغلنا كل وٌطلع للهرمونات التصنٌع بعملٌة نبلش
 فاضً اشً



 The process of determining the order of bases 
adenine (A), thymine (T), cytosine (C), and 
guanine (G) along a DNA strand.  

 All the information required for the growth 
and development of an organism is encoded 
in the DNA of its genome.  

ًصناعة  لعملٌة الاساس ه recombinant dnaوٌعملوا 
expression for biological drug’s  

 So, DNA sequencing is fundamental to  

    genome analysis and understanding the 
biological processes in general.      

 مشان pcrال بعد بنسوٌها انه وحكٌنا الأمراض عن المسؤولة الجٌنات كل ٌكتشفوا مشان ومهمة
            لمرض ٌكون لد جدٌد جٌن ولا اٌاه بدنا الً الجٌن هو انه نعرف



 In 1977, two separate methods for the large-scale 
sequencing of DNA were Included: 

 Chemical cleavage method by Maxam and Gilber 

 Enzymatic chain termination method by Sanger 

 Of these two methods, Sanger method is more popular. 
Without changing the underlying concept of both 
methods, some improvements have been done over the 
years by applying different strategies, by developing 
various modifications and by automation.  

ال زي اجهزة عنا فً صارcabillary electroforesis sequencerهذا 
 وبتضٌف تبعتن الخلطة وبتحط تٌوبات اربع ٌجٌبو لبل كانو  المجال هذا فً ثورة كان
 وبنعمل الجٌل على بحطها وبعدٌن pcrبال  بحطها وبعدٌن مختلف واحد اشً علٌها

sequencing و الخلطة بنعمل هالجهاز باستخدام هسة هالجهازedmb ًراح ال 
 فٌه وبكون fluericantly linked بتكون كلها  شوي كمان عنها نحكً

detecter بعمل detectionاسهل فش الكمبٌوتر على كلهم وبترجمهم  كلهم الهم 
 ٌعنً هٌن من

 

 



 

 As a result, a very large scale sequencing has become 
feasible, e.g. E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Human 
Genome Project etc. 

ال كان ٢٠٠٥بالhuman genome معموله كله sequencing  كامل بشكل 

 



 This method uses double-stranded DNA samples.  لازم
  منٌحة كمٌة فٌه ٌكون

 Involves modification of the bases in DNA by 
controlled chemical reaction- followed by chemical 
base-specific cleavage. 

عنا فً بصٌر التفاعل بعد cleavage المطع بنمشً وبعدٌن  معٌنة مناطك على 
  اكثر نوضح راح ورا الً بالسلاٌد معٌنة احجام الها وبكون الجل على

 Sequences DNA fragments containing up to ~500 
nucleotides in length.  

 



1. The double-stranded fragment to be 
sequenced is isolated and radioactively 
labeled at the 5’-ends with 32P. 

 double standard dna بنجٌب جماعة ٌا ٌبنعمله اشً أول
 نعمله بنرد بعدٌن  de phosphorylation بنعمل

phosphorylation by radioactive substance  وكله 
 five primeال على بكون

2. The fragment is then cut with restriction 
enzyme and thus the label is removed 
from one end. 

 restriction باستخدامtwo strandل تبعنا dnaال بنمص بعدٌن
enzymes  

3. The fragment of DNA with one end labeled is 
denatured. 

 متساوٌة لطع لاربع وبنمسمها strandsال من وحدة باخذ وبعدٌن
 test tubeب فٌها وحدة طل وبحط

4. Four identical samples of these end-labeled 
DNA restriction fragments are subjected to 
chemical  

cleavage at different chemical nucleotides.  

 مختلف reagent تٌوب كل على بضٌف بعدٌن

 -- السلاٌد اللب

   



 

cleavage at different chemical nucleotides.  

5.There are four specific sets of chemical 
reactions that selectively cut the DNA 
backbone at G, A+G, C+T, or C residues.  

 G only: Dimethyl sulphate(DMS)    

                    and piperidine 

 A+G   : DMS,and formamide 
piperidine 

ال نضٌف لما هسةformamide بعد عنا ٌمطع صار 
 ٌمطع كان formamide بدون كان لما Aال بعد اوGال
 Gال بعد بس

 C+T    : Hydrazine, piperidine 

 C only : Hydrazine, alkali or NaCl       

                   piperidine        



6. For each labeled chain to be 
broken only once, the reactions 
are controlled.  

 علٌه منطول اذا لانه controlled ٌكون لازم
 اشً كل ٌمص بصٌر

7. The labeled subfragments 
created by the four reactions 
have 
 the 32P label at one end and 

 the chemical cleavage point at the 
other end. 

8. The reaction products are 
separated by polyacrylamide 
gel electrophoresis which is 
based on size. Smallest 
fragment goes fastest. 

 كثٌر للمطع الاحجام لانه agaroseال بزبط ما
 agaroseبال صعب بٌنهم فالتفرٌك صغٌرة



9. The labeled fragments in 
the gel are visualized by 
autoradiography (x-ray). 

10. The sequence is read from 
bottom to top of the gel. 

 الً five primeال اتجاه من لرائة بنبلش
 للأعلى الأسفل من بكون

 اٌاها ممسملنا فوق من نمرأ نٌجً كلها العملٌات خلصنا ما بعد هسة
 الامتحان فً تٌجٌنا راح الً وهً فٌها لطعنا الً الانزٌمات حسب
 وهوالمطلوب  نمرأه بدنا الً sequenceال هو جنب ومن

 علٌها الً وحدة اول  حكٌنا ما زي تحت من بنبلش بالامتحان
 cال عند  بمطع الً الانزٌم عند موجودة لانه c هً زرلا دائرة
 الترٌن فٌها الً هً الحمرة الدائرة فً الً فولها الً طٌب

 نمٌز كٌف طب C or Tال عند بمطع الً الانزٌم عند موجودة
 مش اذا بس c بمطع الً الانزٌم عند  جمبها بطلع c or T انها

 راحc مش هً فطالما  c مش بتكون هون عنا هو ما زي موجودة
 لفوق نٌجً بالترتٌب لرائة بنكمل   ثانٌة خٌارات فش اكٌد t تكون
 G بمطع الً الانزٌم على بتفرج Gor A هو الصفرا ئرة الدا لحد

 لفوق تحت من ماشٌٌن بنضل وهٌن G هً معناته موجودة
 sequenceال نطلع ما لغاٌة بالترتٌب



 غطو  المرائة على تمرٌن هذا
  حالكم واختبروا  sequenceال



No premature 
termination due to DNA 
sequencing. So, no 
problem with 
polymerase to synthesize 
DNA. 

Stretches of DNA can be 
sequenced which can not 
be done with enzymatic 
method. 

 

 

Not widely used. 

Use of radioactivity 
and toxic chemicals. 



 This method uses single-stranded DNA. More widely used  

 Also known as dideoxy sequencing method because it 
involves the use of analogue of normal nucleotide 2’,3’-
dideoxynucleoside triphosphates (ddNTPs). These are chain 
terminating nucleotides lacking 3’-OH ends. 

 This method  is based upon the incorporation of ddNTPs into 
a growing DNA strand to stop chain elongation. 

ال بنضٌفddNTP ال لنولفsequencing محدد بمكان  

Structure of NTP, dNTP, and 
ddNTP 
 
 



 This method uses single-stranded DNA. More widely used  

الNTP هو ribose sugar  ولا منه راٌح مش كامل oh معه وبرتبط base وtri 
phosphate  

الdNTP ال لبله الً عن بفرقoh ال علىtwo prime بنسمٌه هٌن راٌحةمشان 
deoxy 

الddNTP ال oh ال على الthree nad four prime وظٌفتها موجودٌن مش 
 ddGTP بركب c nucleotideال ممابل فمثلا chain elongationال بتولف
 elongationلل اٌماف عملٌة  termination وبعمله ddTTB بركب Aال وممابل

 

Structure of NTP, dNTP, and 
ddNTP 
 
 



1.The DNA to be sequenced is extracted from phage or E. coli for sequencing 
purpose.  

2. A synthetic 5’-end-labeled oligodeoxynucleotide is used as the primer.  

3. The template DNA is hybridized to the primer. 

4. The primer elongation is performed in four separate polymerization reaction 
mixtures. Each mixture contains 

          - 4 normal deoxynucleotides (dNTPs) in higher concentration and 

          - a low concentration of the each of the 4 ddNTPs.  

5. There is initiation of DNA synthesis by adding enzyme DNA polymerase since 
the enzyme cannot distinguish between the normal nucleotides and their 
analogues. 

 ddgtp  من واحد  وبنحط كبٌرة بكمٌة dNTP فٌهم وبنحط test tube اربعة بنجٌب  pcrال من لرٌب مبدأها
,ddatp,ddctp,ddttp ًكل عارفٌن فبنكون فٌهم واحد كل ف tube اي عند ٌولف راح وٌن nucleotide 

 طلعت الً المطع كل بعدٌن وبنحط  عندها وبتولف c  فٌها الً المطع كل ٌصنع راح ddgtp فٌه الً tubeال فمثلا
  لفوق تحت من وبنمرأها الحجم حسب وبفصلها  الجٌل فً معنا

 

Action of DNA polymerase I 



6. The strand synthesis continues 
until a ddNTP is added. The chain  
elongation ceases on the 
incorporation of a ddNTP because 
it lacks a 3’-OH group which 
prevents addition of the next 
nucleotide. 

7. There is a result of mixture of 
terminated fragments, all of 
different lengths.  

8. Denature DNA  fragments. 

9. Each of the four mixtures are run 
together on a polyacrylamide gel 
for electrophoresis. 

 
Sanger method 



10. The separated 
fragments are  

      then visualized by 
autography. 

11. From the position of 
the bands of the 
resulting 
autoradiogram, the 
sequence of the 
original DNA 
template strand can 
be read directly. 

Chain termination method 


