
GeneticsGeneticsGenetics
Done by :…………….

lecture no……



 ةرضاحم نم تلض يللا ةريخلاا ةيئزجلا لمكن حر ةرضاحلما ياهب
 DNA sequencing لا نع يكحن حرو PCR لا نع 29



 نع strands لا لصفن مزلا probe لا طحن ام لبق
alkaline media ب هطحا ينا قيرط



عاونأ ٣ نع يكحن حر عون نم رتكا هلا









! السمكة القویة ھي التي تستطیع العوم ضد التیار، في حین یستطیع السمك المیت ان یعوم مع التیار!

When you have a dream, you've got to grab it and never let go.!

! المحاضرة سھلة نصیحة لا تضیعوا علاماتھا ولا تنسوني من دعائكم 



DNA	sequencing

By
Dr. Walaa Bayoumie El-Gazzar



بطلعلي اياهم (سريعاً ) مهمة الكلمة 

 detecting وهاي شغلة متطورة جداً يعني اي
 mutation or سواء sequence 9ي

genetic disease او غيره 
 gene بنعمله genes اي اشي بدنا نعرفه عال

sequencing  على طول 

سبحان الله والحمد' والله اكبر 



فكرة ال sequencing معقدة  

 in vitro والفكرة تبعته بناها على specific DNA segment تبع ال sequence في ال 1977اكتشف كيف يقدر يشوف ال
DNA synthesis يعني بناها على فكرة ال PCR (احنا عرفنا تفاصيل ال replication جوا الcell كيف بصير ومنها عرفنا 

نقلدها ونعمل برا الخلية يعني in vitro DNA synthesis ) فهوه استغل اLوضوع ليعرف ال sequence كيف ماشي

Sanger: 



استغفر الله العظیم وأتوب الیھ 



وانا ابني بالسلسة ا6كملة للtemplate الnucleotide رح يمسك بال primer من جهة ال 3'بالبداية

بC الكربونة رقم ٣ واللي فيها free OH عشان تيجي الnucleotide الجديدة بالفوسفات تبعها عند الكربونة رقم 
٥ويمسك فيها 

 three prime five prime phoshphodiester linkage بالتالي هيه



وهون sanger عمل modification للنيوكليوتيد اللي انا رح احطه اثناء عملية الpcr يعني حط اللي معدّل عليهم مع النيوكليوتيدات 
الطبيعيات في الtube في التجربة وقال هاي التجربة ممكن توقفلي الreaction  والنيوكليوتيدات اEعدلة هيه 

Dideoxynucleotides triphosphate 

 OH group طيب شو يعني هاد ا?صطلح ؟ يعني الكربونة رقم ٢ والكربونة رقم ٣ التنت) ما عليهم

 OH group بس  يعني الكربونة رقم ٢ هيه بس اللي ماكان فيها deoxy طيب النيوكليوتيدات العادية كانت عبارة عن شو ؟ كانت

وفي حال حطيت الnormal and modified nucleotides in the tube التفاعل تبع الPCR رح يمشي عادي جداً بس أول ما تنحط 
الmodifiede nucleotide ال polymerase ما رح يعرف يكمل ليه ؟ Gنه ال end '3 ما بزبط اي اشي يشبك فيها وانما Gزم اجيب 

OH عشان النيوكليوتيد اللي بعدها تشبك فيها وهاي كانت فكرته انه اول ما تنحط الmodified التفاعل رح يوقف 



اللھم اعني على ذكرك وشكرك وحسن عبادتك



 synthesis نه رح يوقف ال+

 sequence of DNA segmentحتى با)خر احدد ال tubes ورح نعمل هاد التفاعل اربع مرات يعني رح احتاج اربع



اللي بدي اعرف 
 sequenceال

تبعه

Normal nucleotides

 tubes حطهم في ا$ربع



في كل مرة رح يكون عندي بالتسلسل ا,صلي G ممكن يمسك فيها ddCTP ركزوا على كلمة ممكن , ننسى انه عنا dCTP اللي 
هيه الطبيعية

( ننسى انه عملية الPCR واحنا بنعملها بنعملها مHي- اGرات لهيك بطلع عندي نواتج مختلفة زي ما احنا شايف- هون  (نه ممكن مرة 
يمسك فيها الطبيعي وممكن مرة يمسك اGعدل 

با?خر بعد ال PCR reaction الtube رح يكون جواتها many fragments that differ in their lengths  يعني مختلفة الحجم و 
برجع بعيد ليه ؟ ?نه في كل مرة بنعمل فيها amplification ال ddCTP بتمسك بمكان مختلف وما ببني بعده وبوقف بس الحلو انه كلهم 

الfragments اللي نتجوا نهايتهم cytosine احنا عن بنحكي عن السلسة الجديدة مو الtemplate انتبهوا.
اما في الوضع الطبيعي بدون اضافة الmodified nucleotides كل ال fragments الناتجة بتكون نفس الطول .

البرايمر 

البرايمر



 agarose gel با,رة ا,اضية حكينا عن ال  polyacrylamide gel بمشيهم على جل اسمه tubes بعد ما ينتج عندي ا>ربع



خلونا نوضح كیف نعرف الترتیب ھون 
AGCTAGTACوال TCGATCATG comlemenratyلنفرض انھ ترتیب ال template strand كالتالي 

بعدھا sanger شافھم ورتبھم متل 
ما رح نشوف تحت وطلع معھ 

ترتیب السلسة الجدیدة ومنھا عرف 
السلسة الاصلیة  طبعاً الترتیب ھون 

مثال مطروح مش اكتر یعني مو 
نفس ھاد الترتیب طلع معھ المھم 

الفكرة نفسھا تماماً 



حتى اعرف شو اول نیوكلیوتید بجیب اقصر fragment بشوف شو النیوكلیوتید اللي بعد البرایمر فیھ ھون لازم یكون A معناھا 
اول نیوكلیوتید في السلسة الجدیدة ھوه A رح یقابلھ في السلسة الاصلیة T وھكذا 

وھیك شكلھم رح یكون على الجل 

 template strandوبنطلع منھ ال complementary strand ھون احنا طلعنا ال



 adenine اخرهم

 cytosine اخرهم guanine اخرهم

 thymine اخرهم

هاي اصغر fragment شو 
يعني ؟ يعني مشينا البرايمر 
ووقفنا يعني مشينا البرايمر 
وحطينا ال ddATP ووقفنا 

ثاني اصغر قطعة يعني مشينا برايمر وحطينا 
ddATP و حطينا ddTTP ووقفنا 



طبعاً قبل ال adenine هون في 
برايمر 3 ننسى 



عكس 
 complementaryال

 strand

 molecular weight وما بينهم حسب ال smallest and largest fragments قسمنا ال

ننتبه انه تحت واحنا =ا نصنع بنصنع من عند ال 5' وبحط بعده البرايمر بعدها ببلش زي ما هوه 
complementary ATGCA…Cهون بال Dمب

بنقرأها من ال 5' 

original Strand (

↑ o ,
is,



لو بدنا ندرس sequence صغير ممكن نقدر عليه في %باتنا 

  principal or base بات الكبيرة وهوه نفس الDغالية جداً جداً ومو متوفرة كتير وبكون في ال automated sequencers ال
لكن بختلف با%سلوب حيث بحتوي على laser beams بتعمل detect على طول لل nucleotide sequence بطلعلنا النتيجة 

بساعات لكن بال principal or base  بحتاج كتير وقت 



Chain	termina+on	method
(sanger dideoxy method)

1- The DNA to be sequenced is prepared as single stranded
molecule .

2- An incuba;on mixture is set up containing the following :
• The single stranded DNA template
• DNA polymerase
• Radioac've primer complementary to the 3̀ˋend of the

target DNA.
• All four deoxynucleoside triphosphates (dATP-dGTP-dCTP-

dTTP).

❤ لا حول ولا قوة الا با! 



The sample is divided into four reaction tubes and a small amount of
one of the four dideoxyribonucleoside triphosphate
(ddNTP) is added to each tube.



3- During incuba,on, the DNA begins to copy
the template molecule by extending the
bound primer.

4- As a new DNA strand is synthesized, every
%me when dGTP , for example, is
incorporated there is a chance to incorporate
ddGTP instead. If this happens, no further
chain elonga,on can occur because ddGTP
lacks the 3̀̀-OH group needed to make the next
phosphodiester bond. Thus this par,cular
chain stops at this point.

مدمجة



5-Four sets of chain-terminated fragments are
formed corresponding to the positions of A,G,C
and T in the sequence.

6-After incubation, all four reaction mixtures are
electrophoresed in parallel lanes of a
polyacrylamide gel and then subjected to
autoradiography.

7-The DNA sequence is determined simply by
reading the band pattern on the autoradiogram
from the bottom of the gel toward the top.

8-We know that each reaction mixture has the
same primer therefore all the strands begin with
the same sequence

يعني رح يكون عنا اربع انواع من ال segments كل نوع بنتهي بنيوكليوتيد مع! 

smallest to largest من


