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پیشرفت‌های فناوری در هر عرصه علمی، اثرات عمیقی در تحقیقات دارد. پروتکل‌های جدید، آزمایشات جدیدی را تولید کرد و روش‌های آزمایشگاهی که در یک زمان به دشواری انجام می‌شد اجرای آن‌ها آسان‌تر شد. ماهیت بیوتکنولوژی مولکولی ریشه در طیف گسترده‌ای از پیشرفت‌های فنی دارد که بسیاری از آن‌ها به امری عادی و قابل دسترس برای تسهیل کردن تحقیقات بزرگ و کوچک تبدیل شده‌اند. به عنوان مثال در حال حاضر برای سنتز شیمیایی مولکول DNA، تکثیر DNA با استفاده از واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز (PCR) و به دست آوردن توالی نوکلئوتیدی DNA استانداردی وجود دارد. هر کدام از این روش‌ها از مطالعات بنیادی ساختار DNA و مکانیسم همانندسازی DNA مشتق شده است. به علاوه این روش‌های آزمایشی برای جداسازی، تشخیص و بیان ژن‌های کلون شده ضروری می‌باشند.

سنتز شیمیایی DNA
توانایی آسان، ارزان و سریع سنتز شیمیایی یک رشته از DNA با توالی خاص نوکلئوتیدی کمک قابل توجهی به روش‌های همسانه‌سازی مولکولی و خصوصیات DNA نموده است. سنتز شیمیایی الیگونوکلئوتیدهای DNA تک رشته‌ای برای مونتاژ نمودن تمام ژن‌ها، تکثیر توالی‌های خاص DNA، القای جهش در ژن‌های کلون شده، غربالگری کتابخانه‌های ژنی، توالی‌یابی DNA و تسهیل همسانه‌سازی ژن استفاده می‌شود.
دستگاه‌هایی که واکنش‌های شیمیایی سنتز DNA را به صورت خودکار انجام می‌دهند (سنتز کننده‌های DNA و یا "ماشین‌های ژن") در یک روش کم و بیش معمولی الیگونوکلئوتیدهای تک رشته‌ای (≤50 نوکلئوتید) تولید می‌کنند. به طور کلی سنتز کننده‌های DNA شامل مجموعه‌ای از دریچه‌ها و پمپ‌ها می‌باشند که برای معرفی صحیح نوکلئوتیدها و معرف‌های مشخص مورد نیاز برای اتصال متوالی هر نوکلئوتید به زنجیره در حال رشد برنامه‌ریزی شده‌اند. سنتز شیمیایی DNA از جهت سنتز بیولوژیکیDNA  پیروی نمی‌کند؛ بلکه در طول فرآیند شیمیایی هر نوکلئوتید ورودی به انتهای '5 هیدروکسیل زنجیره در حال رشد متصل می‌شود. تمام واکنش‌ها پشت سر هم در یک ستون واکنش انجام می‌شوند و مدت زمان هر واکنش و مراحل شستشو توسط کامپیوتر کنترل می‌گردد.

روش فسفورامیدیت 
در حال حاضر روش فسفورامیدیت سنتز شیمیایی DNA روشی منتخب می‌باشد. برای جلوگیری از واکنش‌های جانبی نامطلوب در طول رشد زنجیره، گروه‌های آمینو بازهای آدنین، گوانین و سیتوزین قبل از معرفی به ستون واکنش به ترتیب به وسیله افزودن بنزوئیل، ایزوبوتیریل و گروه‌های بنزوئیل مشتق می‌شوند. تیمین، تیمار نمی‌شود زیرا فاقد یک گروه آمینو می‌باشد. فاز جامد سنتز یعنی اتصال رشته DNA در حال رشد به یک تکیه‌گاه جامد، برای این استفاده می‌شود که تمام واکنش‌ها بتواند در یک ظرف واکنش انجام شود، معرف از یک مرحله واکنش به آسانی شسته و دور ریخته شود قبل از اینکه معرف‌های مرحله بعدی اضافه گردد و در جهت تلاش برای پیش بردن واکنش‌ها تا انتها معرف‌ها بتوانند به مقدار زیاد استفاده شوند.

سنتز شیمیایی DNA فرآیندی چند مرحله‌ای است (شکل 1.4).
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شکل 1.4 دیاگرام سنتز شیمیایی الیگونوکلئوتیدهای DNA. بعد از n واکنش اتصال (سیکل)، یک قطعه DNA تک رشته‌ای با n+1 نوکلئوتید تولید می‌شود.

نوکلئوزید اولیه (فقط قند و باز) که نوکلئوتید انتهای '3 رشته سنتز شده خواهد بود از طریق انتهای '3 هیدروکسیل خود به یک مولکول جدا کننده متصل می‌شود و مولکول جدا کننده به صورت کووالانسی به تکیه‌گاهی خنثی متصل می‌شود که اغلب یک مهره شیشه‌ای با منافذ کنترل شده (CPG) ( یک مهره شیشه‌ای با منافذ یکنواخت از نظر اندازه) می‌باشد (شکل 2.4). 
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شکل 2.4 کمپلکس شروع برای سنتز شیمیایی یک رشته DNA. نوکلئوزید اولیه دارای یک گروه محافظ DMT می‌باشد که به گروه '5 هیدروکسیل بخش دئوکسی ریبوز متصل است و نیز یک مولکول جدا کننده که به گروه '3 هیدروکسیل دئوکسی ریبوز متصل می‌باشد. واحد جدا کننده به یک تکیه‌گاه جامد که معمولاً یک مهره CPG است متصل می‌باشد.

یک گروه دی متوکسی تریتیل(DMT) به انتهای '5 نوکلئوزید اول متصل می‌شود تا از واکنش غیر اختصاصی گروه '5 هیدروکسیل قبل از افزودن نوکلئوتید دوم جلوگیری شود. هر نوکلئوتیدی که به زنجیره در حال رشد اضافه می‌شود دارای یک گروه محافظ کننده DMT ′5 و همچنین یک گروه دی ایزوپروپیلامین متصل به گروه ′3 فسفات است که توسط یک گروه بتا-سیانواتیل (CH2CH2CN) محافظت می‌شود (شکل 3.4). این مجموعه مولکولی فسفورامیدیت نامیده می‌شود.
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شکل 3.4 ساختار یک فسفورامیدیت. فسفورامیدیت برای هر چهار باز (A، C، G و T) مورد استفاده جهت سنتز شیمیایی یک رشته DNA موجود می‌باشد. یک گروه دی ایزوپروپیلامین به گروه '3 فسفات نوکلئوزید متصل می‌شود. یک گروه بتا-سیانواتیل از گروه '3 فسفات محافظت می‌کند و یک گروه DMT به گروه '5 هیدروکسیل قند دئوکسی ‌ریبوز متصل می‌گردد.

پس از اتصال اولین نوکلئوزید به مهره‌های CPG چرخه آغاز می‌گردد. ابتدا ستون واکنش برای حذف آب و هر هسته دوستی که ممکن است وجود داشته باشد به صورت گسترده با معرف آنیدروس (anhydrous) به عنوان مثال استونیتریل، شسته می‌شود. برای زدودن استونیتریل ستون با آرگون پر می‌شود. سپس گروه DMT '5 توسط تیمار با تری کلرواستیک اسید (TCA) از نوکلئوزید حذف می‌شود تا یک گروه '5 هیدروکسیل تولید نماید (شکل 4.4). 

[image: image4.jpg]DMT —O

CPG

HO
|
CH, Vi
O
HH
PPN H H
kS o -
TCA ~ /
DMT  w5lar
CPG




شکل 4.4 دتریتیلیشن (Detritylation). گروه DMT '5 به وسیله تیمار با TCA حذف می‌شود. در این مثال دتریتیلیشن اولین نوکلئوزید نشان داده شده است.

پس از مرحله دتریتیلیشن (detritylation) ستون واکنش با استونیتریل برای حذف TCA و سپس با آرگون برای حذف استونیتریل شسته می‌شود. دستگاه برای معرفی همزمان باز تعیین شده بعدی (فسفورامیدیت) و تترازول جهت مراحل فعال‌سازی (activation) و اتصال (coupling) برنامه‌ریزی شده است. تترازول، فسفورامیدیت را فعال می‌کند به طوری که ′3 فسفات آن یک پیوند کووالانسی با گروه '5 هیدروکسیل نوکلئوزید اولیه تشکیل می‌دهد (شکل 5.4). 
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شکل 5.4 فعال‌سازی و اتصال. فعال‌سازی یک فسفورامیدیت قادر است گروه ′3 فسفات آن را به گروه '5 هیدروکسیل نوکلئوزید دتریتیله شده متصل نماید.

فسفرامیدیت متصل نشده و تترازول توسط پر کردن ستون با آرگون حذف می‌شوند. از آنجا که همه نوکلئوزیدهای متصل به تکیه‌گاه در طول اولین واکنش اتصال به یک فسفورامیدیت متصل نمی‌شوند، بنابراین باید از اتصال آن‌ها به نوکلئوتید دیگری در طول سیکل بعدی ممانعت شوند. برای این کار استیک آنیدرید و دی متیل آمینو پیریدین برای استیله نمودن گروه‌های '5 هیدروکسیل واکنش نداده اضافه می‌شود (شکل 6.4). 

[image: image6.jpg]STy S CH,C=0
el |

HO o

| |

CH, Vot CH, st

o o
HH HH

H H IS Sadls H H

/O H _» () H
oS PRUCQEPS




شکل 6.4 کلاهک‌گذاری. گروه‌های '5 هیدروکسیل قابل دسترس در نوکلئوزیدهای دتریتیله شده واکنش نداده، استیله می‌شوند تا از شرکت آن‌ها در سیکل بعدی واکنش اتصال جلوگیری شود.

اگر مرحله کلاهک‌گذاری (capping) انجام نشود پس از چند سیکل، زنجیره‌های در حال رشد در طول و توالی نوکلئوتیدی اختلاف خواهند داشت.

در این مرحله از فرآیند، پیوستگی بین نوکلئوتیدها به شکل یک پیوند فسفات تری استر است که ناپایدار می‌باشد و مستعد ابتلا به شکستگی در حضور اسید یا باز می‌باشد. بنابراین، فسفات تری استر با مخلوط ید اکسیده می‌شود تا فسفات تری استر پنج ظرفیتی که با ثبات‌تر است تشکیل گردد (شکل 7.4).
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شکل 7.4 اکسیداسیون. پیوستگی بین نوکلئوتیدی فسفات تری استر به فسفات تری استر پنج ظرفیتی اکسیده می‌شود. این واکنش پیوند فسفو دی استر را تثبیت می‌کند و آن را در شرایط اسیدی یا بازی کمتر مستعد شکست می‌نماید.

پس از مرحله اکسیداسیون (oxidation) و پس از آن شستن ستون واکنش، چرخه دتریتیلیشن، فعال‌سازی فسفورامیدیت، اتصال، کلاهک‌گذاری و اکسیداسیون تکرار می‌شود (شکل 1.4).

این چرخه‌ با هر فسفورامیدیت پی در پی ادامه می‌یابد تا آخرین فسفورامیدیت برنامه‌ریزی شده به زنجیره در حال رشد اضافه گردد. زمانی که چرخه نهایی تکمیل گردید، رشته‌های DNA تازه سنتز شده به مهره‌های CPG متصل می‌شوند; هر فسفات تری استر شامل یک گروه بتا-سیانواتیل می‌شود; هر گوانین، سیتوزین و آدنین گروه آمینو محافظت کننده خود را حمل می‌کند; و انتهای '5 آخرین نوکلئوتید دارای یک گروه DMT می‌شود.

گروه‌های بتا-سیانواتیل به وسیله یک تیمار شیمیایی در ستون واکنش حذف می‌شوند. سپس رشته‌های DNA از مولکول جدا کننده، جدا شده و انتهای '3 هیدروکسیل را ترک می‌کنند. DNA از ستون واکنش شسته می‌شود و به دنبال آن گروه‌های بنزوئیل و ایزوبوتیریل دور ریخته می‌شوند و DNA دتریتیله می‌شود. انتهای '5 رشته DNA یا به وسیله واکنش T4 پلی نوکلئوتید کیناز و یا توسط یک روش شیمیایی فسفریله می‌شود. فسفوریلاسیون همچنین می‌تواند پس از دتریتیلیشن انجام شود در حالی که اولیگونوکلئوتیدها هنوز به تکیه‌گاه متصل هستند.

برای رسیدن به عملکرد کلی معقول یک الیگونوکلئوتید، کارایی اتصال در هر مرحله باید بیشتر از 98٪ باشد. کارایی اتصال هر سیکل به وسیله ردیابی اسپکتروفتومتری گروه‌های تریتیل رها شده تعیین می‌شود. اگر برای مثال کارایی 99٪ در هر سیکل در طول تولید یک الیگونوکلئوتید 20 واحدی (20 مر) که مستلزم 19 واکنش اتصال پس از اتصال باز اول به جداکننده و درگیر نبودن آن در مرحله اتصال می‌باشد، بنابراین در 83٪ محصول (یعنی 100× 0.9919) طول نوکلئوتید 20 خواهد بود. اگر یک نوکلئوتید 60 مری با کارایی 99٪ در هر سیکل سنتز شود، بنابراین حدود 55٪ از محصول نهایی شامل همه 60 نوکلئوتید خواهد بود. با متوسط کارایی اتصال مداوم کمتر از 98٪، عملکرد الیگونوکلئوتیدهای با طول کامل به عنوان تابعی از تعداد سیکل‌های مورد نیاز کاهش پیدا می‌کند (جدول 1.4).

جدول 4-1 عملکرد کلی الیگونوکلئوتیدهایی که به صورت شیمیایی سنتز شده‌اند با کارایی‌های مختلف اتصال 
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کارایی اتصال برای بسیاری از سنتز کننده‌های تجاری DNA به طور متوسط حدود 99.5٪ در هر مرحله می‌باشد. با این حال بسته به طول و سختی پایان استفاده از یک الیگونوکلئوتید، ممکن است خالص‌سازی محصول نهایی با استفاده از فاز معکوس کروماتوگرافی مایع با فشار بالا و یا ژل الکتروفورز لازم باشد. این روش‌ها توالی‌های الیگونوکلئوتید هدف طویل‌تر را از کوتاه‌تر "معیوب" جدا می‌کند.
استفاده از الیگونوکلئوتیدهای سنتز شده
سنتز شیمیایی الیگونوکلئوتیدها (<100 مر) کارکردهای بی‌شماری دارد. کاوشگرهای اولیگونوکلئوتیدی تک رشته‌ای هیبرید شده‌ (20 تا 40مر) را می‌توان با استنباط کدون‌ها از توالی اسید آمینه‌ای یک پروتئین مشخص کرد و سپس جهت غربال یک کتابخانه ژنومی برای ژن استفاده نمود (شکل 8.4الف). از آنجا که کدون‌های واقعی نشان‌دهنده توالی یک اسید آمینه محافظت شده ناشناخته هستند به دلیل زیادی کدون به خصوص در مکان سوم، یک کاوشگر مصنوعی اختیاری ممکن است حاوی بازهای مکمل (همتا) کافی برای تولید هیبریداسیون معنی‌دار با یک توالی هترولوگ نباشد. به همین دلیل اغلب مجموعه‌ای از کاوشگرهای مخلوط شده برای غربال یک کتابخانه ژنومی استفاده می‌شود. تشکیل نمونه‌ای از کاوشگرهای مخلوط شده آسان است. به طور خلاصه در طول سنتز شیمیایی DNA به جای تهیه یک فسفورامیدیت خاص برای یک مکان نوکلئوتیدی خاص، مخلوطی از بازهای مختلف به واکنش افزوده می‌شود. به عنوان مثال با افزودن غلظت مساوی از چهار باز مختلف برای یک مکان نوکلئوتیدی، چهار کاوشگر مختلف تولید می‌شود. اگر دو مکان با این روش تیمار شوند، (42)16 کاوشگر مختلف سنتز خواهد شد (شکل 8.4ب). برای n مکان n4 الیگونوکلئوتید مختلف وجود دارد. علاوه بر این با نسبت‌های متفاوت بازها در مخلوط واکنش برای مکان‌های خاص، فراوانی‌ کاوشگرهای مختلف در مخلوط نامتناسب می‌شود. در نتیجه در مقابل یک کاوشگر، مجموعه‌ای از کاوشگرهای مخلوط شده به احتمال زیاد حاوی توالی‌هایی است که بسیار مکمل یک ژن هترولوگ می‌باشد. همانطور که بحث خواهد شد الیگونوکلئوتیدهای تک رشته‌ای (~ 17 تا 24 مر، یا آغازگرها) نیز برای توالی‌یابی DNA و PCR مورد نیاز می‌باشند. در برخی موارد، توالی‌های اضافی به آغازگرهای PCR به عنوان بخشی از فرآیند سنتز اضافه می‌شوند. برای تولید مولکول‌هایی با مکان‌های اندونوکلئاز برشی جهت همسانه‌سازی یا توالی‌هایی که شامل عناصر تنظیم کننده برای رونویسی و ترجمه DNA تکثیر شده پس از الحاق به داخل یک ناقل باشند.
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شکل 8.4 (الف) تمام توالی‌های DNA برآمده از یک توالی پروتئین. برای سادگی تنها 3 اسید آمینه که 2 تا از آن‌ها دارای دی‌جنریسی (degeneracy) دوگانه و یکی از آن‌ها دارای یک تک کدون می‌باشد نشان داده شده است. (ب) تشکیل مجموعه‌ای از کاوشگرهای مخلوط شده. علامت سوال نشان‌دهنده مکانی است که در آن غلظت‌های برابر A، C، G و T در طول سنتز شیمیایی تهیه شده است. مکان‌های باقی‌مانده دارای دئوکسی نوکلئوتید یکسانی (C) می‌باشد. زمانی که احتمال 25% درصد وجود دارد که یکی از 4 نوکلئوتید در یک یا دو مکان داخل شود به ترتیب 4 و 16 الیگونوکلئوتید مختلف تولید می‌شود.

الیگونوکلئوتیدها برای همسانه‌سازی مولکول‌های DNA و ایجاد مکان‌های همسانه‌سازی منحصر به فرد بسیار مفید می‌باشند. به عنوان مثال لینکرها (linkers) مولکول‌های DNA کوتاه، دو رشته‌ای و دارای انتهای صاف می‌باشند با رشته‌های خود مکمل (پالیندروم) که شامل یک مکان اندونوکلئاز برشی می‌باشد (شکل 9.4الف و ب). به طور نمونه پس از اتصال الیگونوکلئوتیدهای تک رشته‌ای مکمل، لینکر دو رشته‌ای با انتهای صاف به مولکول‌های DNA الحاق ‌می‌شود زیرا فاقد مکان اندونوکلئاز برشی مناسب می‌باشند و در نتیجه قابل همسانه‌سازی نیستند. در عمل در طول واکنش الحاق، مولکول‌های لینکر به طور متوالی به دو انتهای منبع DNA و به یکدیگر افزوده می‌شوند‌. بنابراین پس از تیمار با اندونوکلئاز برشی مطابق با توالی لینکر، قطعات بزرگ DNA (یعنی DNA منبع با امتدادهای اندونوکلئاز برشی) از بقیه DNA لینکر مجزا می‌شوند و به داخل مکان مشابه در یک ناقل همسانه‌سازی کلون می‌گردند (شکل 10.4). 
آداپتورها انواع دیگری از لینکرها هستند که برای ایجاد مکان‌های همسانه‌سازی جدید در ناقل‌ها مورد استفاده قرار می‌گیرند. آن‌ها مولکول‌های DNA دو رشته‌ای کوتاهی هستند که شامل یک یا چند مکان اندونوکلئاز برشی می‌باشند و ممکن است دارای یک انتهای صاف و یک انتهای چسبناک یا دارای دو انتهای چسبناک باشند. به عنوان مثال، آداپتور SmaI- BamHI(شکل 9.4ج) برای ایجاد یک مکان SmaI جدید داخل یک مکان BamHI منحصر به فرد در یک ناقل همسانه‌سازی الحاق می‌شود. قطعه DNA که برای همسانه‌سازی است می‌تواند با انتهای صاف به داخل مکان SmaI الحاق شود و پس از انتخاب، قطعه الحاقی می‌تواند با تیمار سازه با BamHI بازیابی شود (شکل 11.4). برای موثر بودن این روش، قطعه DNA کلون شده نباید مکان اندونوکلئاز برشی مشابهی در توالی لینکر داشته باشد; در غیر این صورت، در طول تیمار با اندونوکلئاز برشی قطعه الحاقی برش خواهد خورد.
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شکل 9.4 نمونه‌ای از توالی‌های لینکر و آداپتور. (الف) لینکر EcoRI 6 مری. (ب) لینکر EcoRI 8 مری. (ج) آداپتور BamHI-SmaI. دو انتهای چسبناک BamHI و توالی تشخیص SmaI نشان داده شده است.

[image: image11.jpg]5'CGGATCCG3'

5'CGGATCCG3’
3'GCCTAGGCS

5'CGGATCCG3’

DNA ...
(€DNA Jt 35 <)

Sl
5'CGGATCCGCGGATCCGCGGATCCG3
g g 5'CGGATCCG CGGATCCG3
3'GCCTAGGCGCCTAGGCGCCTAGGCS Pt COCTAGCCS
5'CGGATCCGCGGATCCGCGGATCCG CGGATCCGCGGATCCGCGGATCCG3
3'GCCTAGGCGCCTAGGCGCCTAGGC GCCTAGGCGCCTAGGCGCCTAGGCS
lBam]—[[
5'GATCCG cG3
3GC GCCTAGS
5'GATCCG Gy
3GC GCCTAGS'
[ 5'GATCCG
GCCTAGS' 3GC
e
Gy 5'GATCCG G
GCCTAGS' 3'GC GCCTAGS
5'GATCCG
3'GC
5'GATCCG ——————————— CG3'
3GC ——————— GCCTAGY

'

6 < BamHI oG 1w 058




شکل 10.4 همسانه‌سازی با لینکر. یک اولیگونوکلئوتید پالیندروم (قرمز) دارای یک مکان تشخیص BamHI برای تشکیل یک لینکر BamHI با خود جفت می‌شود. در طول واکنش الحاق، لینکرها به طور متوالی به منبع DNA و به یکدیگر متصل می‌شوند. مخلوط الحاق با BamHI تیمار می‌شود. مولکول‌های بزرگ DNA خالص‌سازی شده و به داخل مکان BamHI یک ناقل همسانه‌سازی کلون می‌شوند. مولکول‌های DNA بدون لینکر کلون نمی‌شوند.
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شکل 11.4 ایجاد یک مکان اندونوکلئاز برشی در ناقل با استفاده از آداپتور. پس از خود هیبریداسیون، یک مولکول آداپتور (قرمز) با دو امتداد '5 BamHI و یک مکان SmaI (آداپتور SmaI- BamHI) تشکیل می‌شود. آداپتور SmaI-BamHI به داخل مکان BamHI منحصر به فرد یک ناقل برای ایجاد یک مکان SmaI منحصر به فرد الحاق می‌شودDNA . (آبی) به داخل مکان SmaI به وسیله الحاق با انتهای صاف کلون می‌شود. اگر چه مکان SmaI به وسیله الحاق یک مولکول DNA نابود می‌شود با این حال قطعه الحاقی می‌تواند به وسیله برش ناقل با BamHI بازیابی شود.

الیگونوکلئوتیدها عناصر کلیدی برای مونتاژ ژن می‌باشند. کاربردهای زیادی برای ژن‌های مصنوعی وجود دارد از جمله تولید پروتئین در مقیاس زیاد، تست عملکرد پروتئین پس از تغییر کدون‌های خاص و ایجاد توالی‌های نوکلئوتیدی که پروتئین‌هایی با خواص جدید کد می‌کنند. تولید ژن‌های کوتاه (60 تا 80 جفت باز [bp]) از نظر فنی ساده است و می‌تواند با سنتز رشته‌های مکمل و سپس اتصال (آنیلینگ) آن‌ها انجام شود. با این حال برای تولید ژن‌های طویل‌تر (> 300 جفت باز) روش‌های خاصی باید ابداع شود زیرا کارایی اتصال هر سیکل در طول سنتز شیمیایی DNA هرگز 100٪ نیست. برای مثال اگر طول یک ژن شامل bp1000  و متوسط کارایی اتصال 99.5٪ باشد بنابراین تناسب طول کامل تک رشته‌های DNA پس از آخرین سیکل کمتر از 0.007٪ می‌باشد. برای غلبه بر این مشکل ژن‌های مصنوعی (دو رشته‌ای) در روش پیمانه‌ای از الیگونوکلئوتیدهایی که حدود 60 نوکلئوتید طول دارند مونتاژ می‌شوند.

یکی از روش‌های ساخت یک ژن مصنوعی نیاز به تولید اولیه یک مجموعه همپوشان از الیگونوکلئوتیدهای مکمل دارد که هر یک معمولاً بین 20 تا 60 نوکلئوتید طول دارند. هر بخش داخلی ژن از مجموعه‌ای از الیگونوکلئوتیدها با انتهای چسبناک '3 و '5 مکمل ساخته شده است که برای جفت شدن دقیق با یک اولیگونوکلئوتید مختلف که دارای انتهای چسبناک مکمل می‌باشد طراحی شده است (شکل 12.4). الیگونوکلئوتیدهایی که دو انتهای یک ژن را تشکیل می‌دهند برای ارائه انتهای صاف در یک ردیف قرار می‌گیرند. بنابراین پس از مونتاژ ژن تنها نیاز باقی‌مانده برای تکمیل فرآیند، پر کردن شکاف‌ها در طول ستون‌های دو رشته توسط DNA T4 لیگاز می‌باشد. ژن‌های مصنوعی علاوه بر اینکه توالی کدکننده پروتئین می‌باشند می‌توانند با مکان‌های اندونوکلئاز برشی در دو انتها به منظور تسهیل الحاق در یک ناقل همسانه‌سازی و در صورت لزوم با توالی‌های اضافی که شامل سیگنال‌هایی برای شروع و ختم مناسب رونویسی و ترجمه می‌باشد طراحی شوند. برای بهینه سازی ترجمه، کدون‌های یک ژن از یک موجود زنده می‌تواند به کدون‌هایی که توسط سلول میزبان ترجیح داده می‌شود بدون تغییر توالی اسید آمینه تغییر یابد.

روش دیگر برای تهیه یک ژن با اندازه کامل، سنتز یک مجموعه‌ مشخص از الیگونوکلئوتیدهای همپوشان است که دارای حدود 60 نوکلئوتید طول با تقریباً 20 باز همپوشان می‌باشند (شکل 13.4). پس از اتصال امتدادهای ′3 و'5، شکاف‌های بزرگ هنوز هم باقی می‌مانند اما مناطق جفت شده دارای طول کافی و پایداری کافی برای نگهداشتن ساختمان در کنار یکدیگر می‌باشند. بعد از ترکیب همه الیگونوکلئوتیدها، شکاف‌ها توسط سنتز آنزیمی DNA توسط DNA پلی‌مراز I اشرشیا کولی پر می‌شوند. این آنزیم از گروه‌های '3 هیدروکسیل به عنوان نقاط شروع همانندسازی و از مناطق تک رشته‌ای به عنوان الگو استفاده می‌کند. پس از پایان سنتز آنزیمی، شکاف‌ها با T4 DNA لیگاز پر می‌شوند.

در مورد ژن‌های بزرگتر (≥bp1000)، ابتدا بخش‌های کوچکتر ژن به صورت واحدهایی (قطعات یا synthons) با طول حدود 500 باز مونتاژ می‌شوند که سپس واحدهای 500 بازی با دیگر ترکیب می‌شوند و این قطعات بزرگ کیلوبازی به نوبه خود به هم متصل می‌شوند تا زمانی که توالی تکمیل گردد. برنامه‌های کامپیوتری (به عنوان مثال طراحی ژن) که تعیین بهترین مجموعه از الیگونوکلئوتیدها و همپوشان‌هایی برای ساختمان ژن را آسان‌تر می‌سازند و همچنین به کاربر اجازه انتخاب یک کدون خاص، تغییر هر کدون، و تعیین مکان‌ اندونوکلئازهای برشی در موقعیت‌های خاص را می‌دهند، هر دو به صورت تجاری و آزادانه در اینترنت در دسترس می‌باشند. در نهایت کاملاً ضروری است ژنی که به صورت شیمیایی سنتز می‌شود دارای توالی صحیحی از نوکلئوتیدها باشد. در نتیجه، ژن‌های مصنوعی کوچک به طور مستقیم توالی‌یابی می‌شوند و برای ژن‌های بزرگتر توالی هر یک از قطعات 500 بازی تعیین می‌گردد.
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شکل 12.4 مونتاژ یک ژن مصنوعی از الیگونوکلئوتیدهای کوتاه. الیگونوکلئوتیدهای انفرادی (20 تا 60 مر) به صورت شیمیایی سنتز می‌شوند. توالی‌های آن‌ها به گونه‌ای طراحی شده که بعد از اتصال یک آرایه دو رشته‌ای تشکیل دهند. T4 DNA لیگاز برای پر کردن شکاف‌ها و تولید نسخه سالمی از ژن استفاده می‌شود.
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شکل 13.4 مونتاژ و سنتز آنزیمی DNA یک ژن در شرایط آزمایشگاهی. الیگونوکلئوتیدهای انفرادی به صورت شیمیایی سنتز می‌شوند. این توالی‌ها برای تشکیل یک مولکول پایدار با مناطق جفت شده مجزا شده توسط مناطق باز (گپ‌ها) طراحی شده‌اند. گپ‌ها (شکاف‌های بزرگ) توسط سنتز آنزیمی DNA در شرایط آزمایشگاهی پر می‌شوند. نیک‌ها (شکاف) با T4 DNA لیگاز پر می‌شوند.

واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز 

PCR روشی موثر برای تولید مقادیر زیادی از یک توالی خاص DNA در شرایط آزمایشگاهی می‌باشد. این تکثیر که می‌تواند بیش از یک میلیون برابر باشد توسط یک فرآیند سیکل سه مرحله‌ای به دست می‌آید. اجزای ضروری برای تکثیر PCR عبارتند از: (1) دو آغازگر الیگونوکلئوتیدی مصنوعی (هر کدام تقریباً20 نوکلئوتید) که مکمل با نواحی مجاور توالی DNA هدف روی رشته‌های مخالف می‌باشد و پس از اتصال به منبع DNA، انتهای ′3 هیدروکسیل آن‌ها به سمت یکدیگر تمایل پیدا می‌کند؛ (2) توالی الگو در یک نمونه DNA که بین مکان‌های اتصال آغازگر قرار گرفته و می‌تواند از 100 تا تقریباً bp35000 طول داشته باشد. (3) یک DNA پلی‌مراز مقاوم به حرارت که می‌تواند دمای C°95 یا بالاتر را تحمل کند و DNA الگو را با صحت بالا نسخه‌برداری نماید و (4) چهار دئوکسی ریبونوکلئوتید.
فرآیند PCR مستلزم تعدادی سیکل برای تکثیر توالی خاصی از DNA می‌باشد. هر سیکل دارای سه مرحله متوالی می‌باشد. 

1. واسرشته شدن (دناتوره شدن). مرحله اول در سیستم تکثیر PCR واسرشته شدن نمونه DNA به وسیله افزایش دما تا C°95 در یک لوله واکنش می‌باشد. علاوه بر منبع DNA الگو، لوله واکنش شامل دو آغازگر الیگونوکلئوتیدی، DNA پلی‌مراز مقاوم به حرارت (به عنوان مثال، Taq DNA پلی‌مراز جدا شده از باکتری aquaticus Thermus) و چهار دئوکسی ریبونوکلئوتید می‌باشد. درجه حرارت حدود 1 دقیقه تداوم می‌یابد.

2. اتصال آغازگر (رناتوره شدن). در مرحله دوم درجه حرارت مخلوط به آرامی تا حدود C° 55 کاهش می‌یابد. در طول این مرحله، آغازگرها با توالی‌های مکمل خود در نمونه DNA جفت می‌شوند. 

3. سنتز. درجه حرارت در مرحله سوم تا حدود C° 75 افزایش می‌یابد که دمای بهینه برای عملکرد کاتالیزوری Taq DNA پلی‌مراز می‌باشد. سنتز DNA از انتهای '3 هیدروکسیل هر آغازگر شروع می‌شود و از DNA منبع به عنوان الگو استفاده می‌گردد (شکل 14.4).

تمام مراحل یک سیکل PCR در یک دستگاه گرمایشی بلوکه خودکار انجام می‌شود که برای تغییر دما پس از یک بازه زمانی خاص برنامه‌ریزی می‌شود. یک سیکل حدود 3 تا 5 دقیقه به طول می‌انجامد. 
برای درک چگونگی موفقیت پروتکل PCR در تکثیر یک قطعه مجزا از DNA، مهم است که محل اتصال آغازگر و توالی مکمل آن در رشته‌هایی که در طول هر سیکل سنتز می‌شوند را‌‌ به خاطر داشته باشید. در طول فاز سنتز سیکل اول، DNA تازه سنتز شده از هر آغازگر تا بعد از نقطه انتهایی توالی مکمل با آغازگر دوم توسعه پیدا می‌کند. این رشته‌های جدید تشکیل "الگوهای طویلی" می‌دهند که در سیکل دوم مورد استفاده قرار می‌گیرد (شکل 14.4).
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شکل 14.4 سیکل اول PCR. DNA هدف بین توالی‌های ′1 و 2 روی یک رشته و بین توالی‌های 1 و ′2 روی رشته مکمل واقع شده است. دو آغازگر (P1 و P2) با نمونه DNA مخلوط می‌شوند. مخلوط واکنش همچنین شامل Taq DNA پلی‌مراز و چهار دئوکسی ریبونوکلئوتید (دئوکسی ریبونوکلئوتید تری فسفات [dNTPs]) می‌باشد. برای واسرشت شدن DNA، مخلوط واکنش تا C°95 گرم و سپس به آرامی تا C°55 سرد می‌شود. آغازگرها که به مقدار زیاد وجود دارند در طول مرحله اتصال آغازگر (رناتوره شدن) با رشته‌های DNA اصلی نمونه جفت می‌شوند. درجه حرارت تا حدود C°75 افزایش پیدا می‌کند و سنتز DNA از انتهای '3 هیدروکسیل توالی هر آغازگر شروع می‌شود و تا بعد از ناحیه‌ای از رشته DNA الگو که مکمل توالی آغازگر دیگر می‌باشد ادامه می‌یابد. فرآورده‌های این واکنش دو رشته طویل از DNA (الگوهای طویل) می‌باشد که به عنوان الگوهای اضافی DNA در طول سیکل دوم PCR به کار می‌رود.

	رویداد مهم

	توالی‌یابی DNA با مهار کننده‌های خاتمه دهنده زنجیره 

F. Sanger, S. Nicklen, and A. R. Coulson Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463–5467, 1977
تکنیک‌های جدید نیروی حیاتی علم می‌باشند. آن‌ها محققان را قادر می‌کنند اطلاعاتی که قبلاً در دسترس نبود به دست آوردند و به نوبه خود بینشی را ایجاد می‌کنند که باعث برانگیختن تحقیقات جدید و در نتیجه اکتشافات جدید می‌شود. در بیوتکنولوژی مولکولی، توالی‌یابی DNA و PCR روش‌های قدرتمندی هستند که در آزمایشگاه به مهره‌های اصلی تبدیل شده‌اند.

توالی‌یابی DNA توسط سنتز آنزیمی با مهار کننده‌های طول زنجیره روشی نسبتاً ساده، دقیق و قابل اعتماد می‌باشد. قطعی‌ترین شکل ویژگی مولکولی یک قطعه DNA کلون شده، توالی آن می‌باشد. کد گذاری محتوای یک قطعه الحاقی، پتانسیل توالی‌های آغازگر برای PCR و حضور یک ژن جهش یافته می‌تواند به وسیله توالی‌یابی DNA تعیین گردد. در زمان انتشار روش سانگر (دی داکسی)، بیشتر توالی‌یابی DNA توسط روش شکست شیمیایی باز خاص انجام می‌شد که توسط ماکسام و گیلبرت (Natl. Acad. Sci. USA 74:560–564, 1977 .Proc) ابداع شده بود. قبل از توسعه این روش‌ها، توالی‌یابی اسید نوکلئیک کم و بیش محدود به مولکول‌های RNA بود. توالی‌یابی یک مولکول DNA نیازمند رونویسی یک قطعه DNA به RNA توسط RNA پلی‌مراز و سپس توالی‌یابی فرآورده RNA می‌باشد. به طور کلی توالی‌یابی RNA مستلزم تیمار مولکول RNA نشاندار شده با ریبونوکلئازها مختلف، کروماتوگرافی مجزا کننده فرآورده‌های هضم، فرآورده‌های مجزا شده هضم مجدد، هیدرولیز فرآورده‌های هضم ثانویه با قلیا، کروماتوگرافی مجزا کننده فرآورده‌های هیدرولیز، تعیین توالی الیگونوکلئوتیدها و ساخت توالی بر اساس امتدادهای همپوشان نوکلئوتیدها می‌باشد. این روش وقت گیر و خسته کننده بود و با ظهور روش دی داکسی منسوخ گردید. در حال حاضر معمولاً مولکول‌های RNA با تبدیل به مولکول‌های DNA توالی‌یابی می‌شوند. با توسعه سیستم همسانه‌سازی باکتریوفاژ M13 که DNA الگوی تک رشته‌ای مورد نیاز برای توالی‌یابی را مهیا می‌کرد، روش سانگر جایگزین روش توالی‌یابی ماکسام و گیلبرت شد. برای این کار سانگر و گیلبرت جایزه نوبل شیمی در سال 1980 را دریافت نمودند. توانایی توالی‌یابی مولکول‌های DNA به طور مستقیم و غیر مستقیم، پاسخگوی صعود چشمگیر مطالعات مولکولی اساسی در بیماری‌های انسان و توسعه تیمارهای تشخیصی و درمانی برای این اختلالات می‌باشد.


در طول سیکل دوم، رشته‌های DNA اصلی و رشته‌های تازه سنتز شده در سیکل اول (الگوهای طویل) واسرشت شده و سپس با آغازگرها هیبرید می‌شوند. مقدار زیاد آغازگرها در مخلوط واکنش تضمین کننده‌ی هیبرید شدن آن‌ها با DNA الگو قبل از اتصال رشته‌های الگوی مکمل به یکدیگر می‌باشد. دور دوم سنتز، الگوهای طویلی از رشته‌های اصلی تولید می‌کند و نیز برخی از رشته‌های DNA که از الگوهای طویل تولید شده‌اند ("الگوهای کوتاه") و دارای توالی آغازگر در یک انتها و در انتهای دیگر به توالی مکمل با آغازگر دوم ختم می‌شوند (شکل 15.4).
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شکل 15.4 سیکل دومPCR . الگوهای طویل سنتز شده در طول سیکل اول PCR و رشته‌های DNA اصلی برای این سیکل به عنوان الگو می‌باشند. آغازگرها با نواحی مکمل در دو رشته اصلی و رشته‌های طویل الگو هیبرید می‌شوند و سنتز DNA، رشته‌های الگوی طویل‌تر را از رشته‌های اصلی و رشته‌های کوتاه الگو را از رشته‌های بلند الگو تولید می‌کند. الگوی کوتاه در یک انتها دارای توالی یک آغازگر و در انتهای دیگر دارای توالی مکمل آغازگر دوم می‌باشد.

در طول سیکل سوم الگوهای کوتاه، الگوهای طویل و رشته‌های اصلی همگی با آغازگرها هیبرید می‌شوند و همانندسازی می‌کنند (شکل 16.4). در سیکل‌های بعدی رشته‌های کوتاه به صورت ممتاز تجمع می‌یابند و توسط 30 سیکل این رشته‌ها حدود یک میلیون بار فراوان‌تر از رشته‌های الگوی طویل یا اصلی یافت می‌شوند (شکل 17.4). PCR به یک روش فراگیر تبدیل شده است و برای اهداف بی‌شماری استفاده می‌شود که برخی از آن‌ها در اینجا و بسیاری دیگر در فصل‌های بعدی شرح داده می‌شود.
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شکل 16.4 سیکل سوم PCR. در مرحله اتصال آغازگر، توالی‌های آغازگر به نواحی مکمل روی رشته‌های اصلی، الگو‌های بلند و کوتاه متصل می‌شوند و سنتز DNA از رشته‌های اصلی الگوهای طویل و از الگوهای طویل و کوتاه الگوهای کوتاه تولید می‌نماید.

[image: image18.jpg]eoler JSm

oA and

SuT sl





شکل 17.4 سیکل سی‌ام PCR. جمعیت مولکول‌های DNA در یک لوله واکنش بعد از 30 سیکل تقریباً به طور کامل شامل رشته‌های کوتاه الگومی‌شود.

تکثیر cDNA با طول کامل توسط  PCR
روش مبتنی بر PCR که برای مولکول‌های cDNA با طول کامل توسعه یافته است مستلزم افزودن یک اولیگونوکلئوتید شامل توالی الیگو (dT) به همراه توالی آغازگر PCR در انتهای '5 برای تهیه پلی (A) mRNA استخراج شده می‌باشد (شکل 18.4). اولین رشته cDNA توسط آنزیم رونوشت بردار معکوس سنتز می‌شود که این آنزیم، سنتز رشته DNA با استفاده از RNA به عنوان الگو را کاتالیز می‌کند. هنگامی که رونوشت بردار معکوس به انتهای ′5 RNA الگو می‌رسد فعالیت ترانسفراز انتهایی آن که به الگو نیاز ندارد، نوکلئوتیدهای اضافی که عمدتاً شامل سیتوزین‌ می‌باشند را اضافه می‌نماید. اولیگونوکلئوتید دوم در مخلوط واکنش دارای یک توالی پلی (dG) در انتهای ′3 و یک توالی آغازگر PCR در انتهای ′5 می‌باشد که با قطعه پلی (dC) در انتهای رشته اول cDNA دارای طول کامل جفت می‌شود. رونوشت بردار معکوس از توالی اولیگونوکلئوتید دوم که شامل توالی آغازگر می‌باشد به عنوان یک الگو برای توسعه رشته اول cDNA در انتهای '3 استفاده می‌کند. شرایط واکنش مانع تشکیل تکرارهای پشت سر هم در انتهای '5 رشته‌های اول cDNA با طول کامل می‌شود. سپس آغازگرهای ریورز (reverse) و فوروارد (forward) PCR به مخلوط واکنش افزوده می‌شوند و مولکول‌های cDNA دو رشته‌ای با طول کامل توسط PCR تولید می‌شود. مولکول‌های cDNA ناقص، فاقد قطعات الیگو (dC) در انتهای '5 می‌باشند. در نتیجه آن‌ها فاقد توالی مکمل با آغازگر فوروارد می‌باشند و بنابراین تکثیر نخواهند شد. علاوه بر این، توالی مکان‌های اندونوکلئاز برشی که تسهیل کننده همسانه‌سازی به داخل ناقل می‌باشد ممکن است شامل بخشی از توالی‌های الیگونوکلئوتیدی آغازگر الیگو (dT) و آغازگر الیگو (dG) اصلی باشند. این روش سنتز cDNA از طریق تکثیر PCR توسط توسعه دهندگان SMART لقب گرفته است که مخفف (توقف مکانیسم تغییر در انتهای '5 رونوشت RNA) می‌باشد.
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شکل 18.4 تکثیر cDNA با طول کامل توسط PCR. یک الیگونوکلئوتید با توالی الیگو (dT) و یک توالی اضافه شده [آغازگر الیگو (dT)] توسط رونوشت بردار معکوس برای شروع سنتز اولین رشته cDNA از الگوهای پلی (A) mRNA استفاده می‌شود (1). فعالیت ترانسفراز انتهایی رونوشت بردار معکوس اساساً دئوکسی سیتیدین‌ها (dCs) را به انتهای اولین رشته هر مولکول cDNA با طول کامل می‌افزاید (1). یک آغازگر الیگونوکلئوتیدی دئوکسی گوانوزین (dG) که با دم dC جفت می‌شود (2) به عنوان یک الگو برای رونوشت بردار معکوس برای گسترش رشته اول cDNA در انتهای '3 عمل می‌کند (3). آغازگرهای فوروارد و ریورز که دارای توالی مشابه الیگونوکلئوتیدهای آغازگر dG و آغازگر الیگو (dT) می‌باشند به ترتیب به مخلوط رشته اول cDNA اضافه می‌شوند (4) و ‌cDNAهای دو رشته‌ای با طول کامل توسط تکثیر PCR تولید می‌شوند (5). 
سنتز ژن به وسیله PCR 
مونتاژ یک ژن با روش PCR سریع‌تر و مقرون به صرفه‌تر از پر کردن الیگونوکلئوتیدهای همپوشان با استفاده از DNA پلی‌مراز و سپس پر کردن شکاف‌ها با T4 DNA لیگاز می‌باشد. یک پروتکل مبتنی بر PCR برای ساخت تمام ژن‌ها با دو الیگونوکلئوتید همپوشان (A و B) شروع می‌شود که توالی‌ها را از مرکز ژن نشان می‌دهد (شکل 19.4). این الیگونوکلئوتیدها دارای گروه‌های ′3 هیدروکسیل دارای تورفتگی می‌باشند که پس از اتصال آغازگر، یک نقطه شروع برای سنتز DNA در طول مرحله طویل شدن سیکل PCR مهیا می‌کنند. یک مولکول DNA دو رشته‌ای توسط واکنش پر کردن تشکیل می‌شود. این سیکل 4 دقیقه‌ای برای به حداکثر رساندن مقدار محصول تشکیل شده، 20 بار تکرار می‌شود. سپس دو الیگونوکلئوتید اضافی (C و D) به مخلوط واکنش اضافه می‌شود. الیگونوکلئوتید C در انتهای '3 با انتهای '5 اولیگونوکلئوتید A همپوشانی می‌کند که نشان می‌دهد توالی نوکلئوتیدی ژن بلافاصله بالادست توالی اولیگونوکلئوتید A می‌باشد. الیگونوکلئوتید D در انتهای '3 با انتهای '5 اولیگونوکلئوتید B همپوشانی می‌کند که نشان می‌دهد توالی نوکلئوتیدی ژن بلافاصله پایین‌دست توالی اولیگونوکلئوتید B می‌باشد. پس از 20 سیکل واسرشت شدن، اتصال آغازگر و سنتز، یک DNA دو رشته‌ای با ترتیب خاصی از توالی (CABD) تولید می‌شود.

پس از افزودن جفت الیگونوکلئوتیدها، یکی از جفت‌ها همپوشان توالی بالادست مولکول DNA تشکیل شده در دور قبلی می‌باشد و دیگری همپوشان توالی پایین دست می‌باشد و برای هر جفت اضافه شده در معرض 20 سیکل PCR قرار می‌گیرد تا زمانی که کل ژن تشکیل شود. به طور کلی الیگونوکلئوتیدها حدود 50 نوکلئوتید طول دارند. بنابراین 10 دور از 20 سیکل 4 دقیقه‌ایPCR  برای سنتز یک ژن با bp1000 مورد نیاز است که می‌تواند در 1 روز انجام شود. به علاوه در روش‌های دیگر مونتاژ ژن‌ها، آخرین جفت الیگونوکلئوتیدها (به عنوان مثال انتهای '5 و '3 ژن) می‌تواند توسط توالی‌های مکمل خارج از ناحیه کد کننده که همسانه‌سازی ژن به داخل ناقل را تسهیل می‌کنند و در انتهای '5 توسط توالی‌هایی که قادرند ژن را در یک سلول میزبان بیان کنند ساخته شود.
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شکل 19.4 سنتز ژن به وسیله PCR. الیگونوکلئوتیدهای همپوشان (A و B) با دو انتهای فرورفته '3 هیدروکسیل در طول سنتز DNA پر می‌شوند. الیگونوکلئوتیدهای (C و D) که با دو انتهای محصول اولین سیکل PCR مکمل هستند به نمونه اضافه شده، مولکول‌های همپوشان پس از واسرشت شدن و اتصال آغازگر تشکیل می‌شوند و دو انتهای فرورفته در طول سنتز DNA پر می‌شوند. سپس، الیگونوکلئوتیدهای (E و F) که همپوشان دو انتهای محصول سیکل دوم PCR هستند به نمونه اضافه شده و سیکل سوم PCR آغاز می‌شود. محصول نهایی PCR یک مولکول DNA دو رشته‌ای با توالی خاص نوکلئوتیدی می‌باشد. حروف جفت با یا بدون پریم (به عنوان مثال، A و ′A) نشان دهنده الیگونوکلئوتیدهای مکمل می‌باشند. هر اولیگونوکلئوتید مربوط به یک توالی از یک رشته DNA خاص می‌باشد.
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شکل 19.4 (ادامه)
تکنیک‌های توالی‌یابی  DNA
در اصطلاحات مولکولی، درک قطعی یک مولکول DNA از تعیین توالی نوکلئوتیدی آن ایجاد می‌شود. عملکرد یک ژن را می‌توان از توالی نوکلئوتیدی آن استنباط کرد. برای مثال توالی احتمالی یک اسید آمینه که توسط توالی نوکلئوتیدی آن تعیین می‌شود، می‌تواند با توالی‌ پروتئینی ژن‌های شناخته شده مقایسه شود و معنی‌دار بودن شباهت توالی به طور کلی نشان‌دهنده یک پروتئین با عملکرد یکسان می‌باشد. همچنین مناطق کد کننده متمایز مانند مکان‌های متصل شونده به DNA، مکان‌های تشخیص گیرنده‌ (receptor) و دمین‌های ترانسممبرن (transmembrane) را می‌توان مشخص کرد. توالی‌های نوکلئوتیدی در مناطق غیر کد کننده (مناطقی که یک پروتئین و یا مولکول RNA را کد نمی‌کنند) ممکن است اطلاعاتی در مورد تنظیم یک ژن فراهم نمایند. به علاوه، اطلاعات توالی نوکلئوتیدی برای مطالعات همسانه‌سازی مولکولی و برای توصیف فعالیت ژن ضروری می‌باشد. روش دی دئوکسی نوکلئوتید که توسط فرد سانگر (Fred Sanger) توسعه یافت بیش از 3 دهه برای توالی‌یابی DNA استفاده می‌شد. این روش توالی‌یابی قطعات DNA حاوی یک تا چند ژن و نیز بسیاری از ژنوم‌های کامل از جمله ژنوم انسان را شامل شد. بهرحال علاقه به توالی‌‌یابی تعداد زیادی از مولکول‌های DNA در کمترین زمان و با پایین‌ترین هزینه، منشا پیشرفت‌های اخیر در تکنیک‌های توالی‌یابی جدید گردید که می‌تواند هزاران تا میلیون‌ها توالی را به صورت همزمان پردازش کند (برابری عظیم اصطلاحی است که برای توصیف آن استفاده می‌شود). بسیاری از فناوری‌‌های مختلف توالی‌یابی اخیراً در حال بررسی است; بهرحال آن‌هایی که به مرحله تجاری رسیده‌اند تا حد زیادی مبتنی بر اصول توالی‌یابی به وسیله سنتز می‌باشند که شامل پیروسکونسینگ (pyrosequencing)، توالی‌یابی با استفاده از خاتمه دهنده‌های برگشت‌پذیر زنجیره و توالی‌یابی به وسیله الحاق می‌باشند. به طور کلی این روش‌های جدید نسل دوم، شامل سیکل‌های تکراری (1) افزودن آنزیمی نوکلئوتیدها به یک آغازگر بر اساس مکمل بودن با قطعه DNA الگو و (2) آشکارسازی و شناسایی نوکلئوتید (نوکلئوتیدهای) اضافه شده می‌باشند. اختلاف تکنیک‌ها در روشی است که به وسیله آن نوکلئوتیدها توسعه می‌یابند از طریق به کار بردن DNA پلی‌مراز برای افزودن یک نوکلئوتید یا لیگاز برای افزودن یک اولیگونوکلئوتید مکمل کوتاه و نیز در روشی که توسط آن افزودن آشکار می‌شود. توسعه این فناوری‌های جدید امید بخش است علارغم اینکه روش دی دئوکسی نوکلئوتید سانگر هنوز هم رایج‌ترین روش استفاده می‌باشد و برای پروژه‌های توالی‌یابی در مقیاس کوچک به خوبی مناسب است (در محدوده کیلوباز تا مگاباز). 
روش دی دئوکسی نوکلئوتید برای توالی‌یابی DNA 
دی دئوکسی نوکلئوتید یک مولکول ساخته دست بشر است که فاقد گروه هیدروکسیل در دو کربن '2 و '3 قند می‌باشد (شکل 20.4الف). در مقابل، یک دئوکسی ریبونوکلئوتید طبیعی دارای یک گروه '3 هیدروکسیل روی واحد قند می‌باشد (شکل 20.4ب). به طور معمول در طول همانندسازی DNA، یک نوکلئوزید تری فسفات طبیعی وارد شده از طریق گروه '5 آلفا-فسفات خود به گروه '3 هیدروکسیل آخرین نوکلئوتید زنجیره در حال رشد متصل می‌شود (شکل 21.4). بهرحال اگر یک دی دئوکسی نوکلئوتید به انتهای زنجیره در حال رشد متصل شود، سنتز DNA متوقف می‌شود زیرا نمی‌تواند یک پیوند فسفودی استر با نوکلئوتید وارد شده بعدی تشکیل دهد (شکل 22.4). ختم سنتز DNA ویژگی اصلی روش توالی‌یابی دی دئوکسی نوکلئوتید می‌باشد هر چند که سایر شرایط آزمایشی نیز باید قبل از توالی‌یابی DNA رعایت شوند.
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شکل 20.4 (الف) یک دی دئوکسی نوکلئوتید. کربن‌های '2 و '3 قند فاقد گروه‌های هیدروکسیل می‌باشند. (ب) یک دئوکسی ریبونوکلئوتید.
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شکل 21.4 سنتز معمولی DNA. یک دئوکسی ریبونوکلئوتید وارد شده (دئوکسی ریبونوکلئوزید تری فسفات [dNTP]) با نوکلئوتید مکمل رشته الگو جفت می‌شود. بین گروه '3 هیدروکسیل آخرین نوکلئوتید از رشته در حال رشد و گروه آلفا-فسفات نوکلئوتید وارد شده پیوند بین نوکلئوتیدی ایجاد می‌شود.
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شکل 22.4 مسدود شدن سنتز .DNA رشد زنجیره به وسیله افزودن یک دی دئوکسی نوکلئوتید به انتهای رشته در حال رشد متوقف می‌شود. بین آخرین نوکلئوتید که یک دی دئوکسی نوکلئوتید می‌باشد و نوکلئوتید بعدی وارد شده پیوند بین نوکلئوتیدی نمی‌تواند تشکیل شود زیرا گروه '3 هیدروکسیل روی قند دی دئوکسی نوکلئوتید وجود ندارد.

در اصل اولین مرحله در روش آزمایشگاهی استاندارد برای توالی‌یابی دی دئوکسی نوکلئوتید DNA مستلزم اتصال یک اولیگونوکلئوتید مصنوعی (17 تا 24 مر؛ آغازگر) به یک قطعه از پیش تعیین شده یک رشته DNA برای توالی‌یابی می‌باشد برای مثال، یک قطعه از ناقل همسانه‌سازی در نزدیکی محل الحاق DNA کلون شده. اولیگونوکلئوتید از طریق تهیه یک گروه '3 هیدروکسیل برای شروع سنتز DNA به عنوان یک آغازگر عمل می‌کند. در روش اصلی، نمونه DNA تهیه شده ابتدا به داخل چهار لوله واکنش جداگانه تقسیم می‌شود. هر لوله شامل چهار دئوکسی ریبونوکلئوتید ( dTTPوdGTP ، dCTP، dATP) که یکی از آن‌ها نشاندار است و نیز شامل یکی از چهار دی دئوکسی نوکلئوتید می‌باشد (دی دئوکسی آدنوزین تری فسفات [ddATP]، دی دئوکسی سیتیدین تری فسفات [ddCTP]، دی دئوکسی گوانوزین تری فسفات [ddGTP] یا دی دئوکسی تیمیدین تری فسفات [ddTTP]). غلظت هر دی دئوکسی نوکلئوتید در هر لوله واکنش به دقت تنظیم می‌شود برای اینکه اطمینان حاصل شود که به مخلوطی از زنجیره‌های در حال رشد در هر مکان ممکن متصل می‌شود. یادآوری می‌شود که رشد زنجیره به محض اتصال یک دی دئوکسی نوکلئوتید متوقف می‌شود به طوری که زنجیره در حال رشد در نهایت شامل دی دئوکسی نوکلئوتید در انتهای '3 خود خواهد بود. این شرایط آزمایشی در هر یک از چهار لوله واکنش وجود دارد. در نتیجه پس از سنتز آنزیمی DNA با DNA پلی‌مراز، هر لوله واکنش شامل یک مجموعه واحد از مولکول‌های DNA تک رشته‌ای با تمام طول‌های ممکن خواهد بود که هر کدام شامل توالی آغازگر در انتهای '5 خود می‌باشد (شکل 23.4).
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شکل 23.4 توسعه آغازگر در طول سنتز DNA در حضور دی دئوکسی نوکلئوتیدها. هر یک از چهار لوله واکنش شامل مجموعه‌ای واحد از توسعه نوکلئوتیدهای متصل به آغازگر می‌باشد، زیرا وقتی یک دی دئوکسی نوکلئوتید به داخل رشته در حال رشد وارد می‌شود سنتز متوقف می‌شود. تعداد کمی از مولکول‌های DNA با طول کامل در هر لوله واکنش سنتز خواهند شد. dNTP، دئوکسی ریبونوکلئوزید تری فسفات می‌باشد.

واکنش‌های سنتز به وسیله افزودن فرمامید که مانع جفت شدن رشته‌های DNA می‌گردد متوقف می‌شود و مولکول‌های DNA از جمله مولکول‌های DNA تازه سنتز شده، توسط الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید از هم جدا می‌شوند. این روش جداسازی، قطعات DNAایی که به دلیل مقدار کم یک تک نوکلئوتید از نظر اندازه متفاوتند را تجزیه می‌کند. اتورادیوگرافی ژل فقط قطعات DNA نشاندار شده که در طول مرحله سنتز آنزیمیDNA تولید شده‌اند را نشان می‌دهد. هر یک از چهار ردیف موجود در ژل و اتورادیوگرافی به یک لوله واکنش شامل یکی از چهار دی دئوکسی نوکلئوتید مربوط می‌باشند.

توالی یک قطعه DNA با توجه به ترتیب باندها و با نهایت دقت، از پایین به بالا اتورادیوگراف تعیین می‌شود. در مثال نشان داده شده در شکل 24.4، 6 باز اول DNA توالی‌یابی شده AGCTGC می‌باشند. در این حالت، سریع‌ترین مهاجرت باند (قطعه نشاندار شده انتهایی در پایین) که مربوط به کوچکترین قطعه DNA است در ردیف ddATP، باند بعدی در ردیف ddGTP، بعدی در ردیف ddCTP، بعدی در ردیف ddTTP و غیره قرار دارد. در بیشتر اتورادیوگراف‌ها تا حدود500 باند با اطمینان تجزیه می‌شود. معمولاً توالی آغازگر حدود 10 تا 20 نوکلئوتید بعد از DNA هدف قرار گرفته است به طوری که محقق می‌تواند توالی شناخته شده در ابتدای اتورادیوگراف را تشخیص دهد و در نتیجه به دقت اولین نوکلئوتید DNA هدف را شناسایی کند.
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شکل 24.4 شبیه‌سازی اتورادیوگرافی یک ژل توالی‌یابی دی دئوکسی نوکلوتید DNA. هر ردیف ژل با محتویات یکی از چهار لوله واکنش لود شده است که شامل هر یک از ddATP، ddCTP، ddGTP یا ddTTP می‌باشد. طبق قرارداد، باندهای اتورادیوگراف از پایین به خوانده می‌شوند. در این مثال، نتایج حاصل از تعیین توالی در سمت راست نشان داده شده است.

اگر چه روش توصیف شده در بالا هنوز هم برای برخی کاربردهای خاص استفاده می‌شود در عمل، روش کامل خودکار می‌باشد و معمولاً از نوکلئوتیدهای نشاندار شده با رنگ‌های فلورسنت استفاده می‌کند که با استفاده از لیزر آشکار می‌شوند، بر عکس نوکلئوتیدهای نشاندار شده با رادیواکتیو که روی یک اتورادیوگراف تجسم پیدا می‌کنند. توالی‌یابی خودکار DNA به کار بردن دست را به حداقل می‌رساند و سرعت به دست آوردن داده توالی را افزایش می‌دهد که برای مونتاژ مقادیر زیاد داده توالی نوکلئوتیدی از ژنوم‌های تمام پروکاریوت‌ها و یوکاریوت‌ها ضروری می‌باشد. تجزیه و تحلیل خودکار توالی را می‌توان با چهار رنگ فلورسنت مختلف یکی برای هر واکنش دی دئوکسی نوکلئوتید یا با رنگ فلورسنت یکسانی برای هر دی دئوکسی نوکلئوتید در مخلوط واکنش انجام داد. در برخی موارد به جای یک دی دئوکسی نوکلئوتید، آغازگر با رنگ فلورسنت نشاندار می‌شود. با سیستم چهار رنگی فلورسنت، نمونه‌ها در پایان هر واکنش مخلوط می‌شوند و قطعات در یک ردیف از ژل پلی آکریل آمید یا لوله موئین پلیمری مجزا می‌شوند. این نوع تجزیه و تحلیل آشکارسازی "چهار رنگ، یک ردیف"نامیده می‌شود. در روش دیگر با یک رنگ فلورسنت نشانگر، هر نمونه در یک ردیف مجزا ران می‌شود؛ این جداسازی "یک رنگ، چهار ردیف" نامیده می‌شود.

هر رنگ فلورسنت طیف باریکی از نور با حداکثر تمایز از خود ساطع میکند زمانی که به پرتو لیزر یون آرگون برخورد می‌کند. پرتو یک مکان ثابت نزدیک پایین ماتریس الکتروفورتیک را اسکن می‌کند. همانطور که هر قطعه نشاندار پی در پی از پرتو عبور می‌کند، القا توسط لیزر باعث انتشار ویژگی‌های طیفی خاصی می‌شود که توسط یک لوله فتومولتی پلایر آشکارسازی می‌شود. انتشار داده در یک کامپیوتر ثبت و ذخیره می‌شود. پس از اتمام ران شدن، سیگنال‌های فلورسنت پی در پی به اطلاعات توالی نوکلئوتید تبدیل می‌شوند. برای سیستم چهار رنگ (یک ردیفه)، هر رنگ فلورسنت طول موج متفاوتی را ساطع می‌کند و ترتیب طیف پاسخ‌ها در یک ردیف مطابق با توالی نوکلئوتید می‌باشد (شکل 25.4 و 26.4الف تا ج). به عبارت دیگر، هر رنگ نشان‌دهنده یک نوکلئوتید خاص می‌باشد. با سیستم یک رنگ (چهار ردیف) سیگنال‌های فلورسنت قطعات ختم شده به دی دئوکسی نوکلئوتید در سراسر چهار ردیف به صورت پی در پی ثبت می‌شوند. در این حالت، ترتیب کلی سیگنال‌های فلورسنت به عنوان تابع هر ردیف مطابق با توالی نوکلئوتیدی می‌باشد. داخل پرانتز، توالی‌یابی DNA با نشانگر رادیواکتیو معادل با فرم یک رنگ، چهار ردیف می‌باشد (شکل 26.4د).
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شکل 25.4 توالی‌یابی خودکار DNA سانگر از طریق رنگ فلورسنت خاتمه دهنده. قطعاتی که توسط یک آغازگر (هایلایت شده توسط رنگ سبز کمرنگ) از روی DNA الگو (هایلایت شده توسط رنگ آبی کمرنگ) سنتز شده‌اند و به دی دئوکسی نوکلئوتیدهای نشاندار شده با فلورسنت ختم شده‌اند توسط الکتروفورز موئین مجزا شده‌اند. یک آشکارساز هر سیگنال پی در پی فلورسنت القا شده توسط لیزر را ثبت می‌کند (نشان داده نشده است). سیگنال‌های پی در پی فلورسنت به عنوان کروماتوگرام توالی‌یابی (پیک‌های رنگی) ارائه می‌شوند. در این مورد، رنگ فلورسنت برای دی دئوکسی آدنوزین (ddA)، دی دئوکسی ریبوزیل تیمین (ddT) ، دی دئوکسی گوانوزین (ddG) و دی دئوکسی سیتیدین (ddC) به ترتیب سبز، بنفش، نارنجی و آبی می‌باشد. توالی‌یاب‌های خودکار تجاری DNA به صورت همزمان 96 (Applied Biosystems 3730xl) و 384 (GE Healthcare MegaBACE 4550) نمونه را ران می‌کنند.
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شکل 26.4 توالی‌یابی DNA به روش دی دئوکسی نوکلئوتید. (الف و ب) بازخوانی کامپیوتر از (الف) توالی نوکلئوتیدی چهار رنگ، یک ردیف ژل توالی‌یاب (ب). اعداد نشان‌دهنده موقعیت نوکلئوتیدها می‌باشند. (ج) جدایی الکتروفورتیک قطعات دی دئوکسی نوکلئوتید نشاندار شده با فلورسنت در یک ردیف که مطابق با توالی نوکلئوتیدی نشان داده شده در پانل الف می‌باشند. (د) اتورادیوگرافی چهار ردیف یک ژل توالی‌یاب نشاندار شده برای توالی نوکلئوتیدی که در پانل الف نشان داده شده است. شکل تهیه شده توسط بیوسیستم‌های کاربردی دوباره ترسیم می‌شود.

به طور کلی‌ سیستم‌های توالی‌یابی خودکار DNA می‌توانند حدود 500 باز را با دقت بالا در هر ران بخوانند; یک دستگاه تحت شرایط مطلوب می‌تواند حدود 20000 باز را در ساعت تجزیه کند. ماتریس الکتروفورتیک برای جداسازی محصولات ختم شده به دی دئوکسی نوکلئوتید، ممکن است یک قطعه ژل یا پلیمر مایع در یک لوله موئین باشد. دستگاه‌های توالی‌یابی موئین خودکار DNA با تعداد زیادی نمونه با جداسازی سریع‌تر از واحدهای تجزیه و تحلیل کننده قطعه ژل سروکار دارند.

برای تولید مقادیر زیادی از قطعات ختم شده به دی دئوکسی نوکلئوتید از مقادیر کم DNA الگو، معمولاً سیکل توالی‌یابی مبتنی بر PCR استفاده می‌شود. راه اندازی و اجزای سازنده این روش مشابه پروتکل استاندارد توالی‌یابی خودکار دی دئوکسی نوکلئوتید می‌باشد به جز اینکه DNA پلی‌مراز مقاوم به حرارت نیز مورد نیاز است زیرا این فرآیند مستلزم 25 یا تعداد بیشتری سیکل واسرشت‌سازی، اتصال آغازگر و طویل شدن می‌باشد (شکل 27.4).

از آنجا که تنها یک آغازگر در هر واکنش دی دئوکسی نوکلئوتید وجود دارد، تکثیر قطعات خطی می‌باشد. درجه حرارت بالا جفت شدن درون رشته‌ای بازها (ساختار ثانویه) که طویل شده رشته را متوقف می‌کند کاهش می‌دهد و مهیا شدن نادرست ناشی از جفت شدن ناقص بازها بین پرایمر و DNA الگو (ناجور) را به حداقل می‌رساند. بعد از آخرین سیکل، نمونه‌های تیمار شده با فرمامید در یک یا چهار ردیف (بسته به فرمت آزمایش) ران شده و توالی‌یابی می‌شوند. تحت شرایط مطلوب، سیکل توالی‌یابی بین 600 و 800 نوکلئوتید را در یک زمان تجزیه می‌کند.
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شکل 27.4 سیکل توالی‌یابی. به دماهای تقریبی و مدت زمان هر مرحله اشاره شده است. آغازگر به رنگ سبز، DNA الگو به رنگ آبی و قطعات خاتمه یافته به دی دئوکسی نوکلئوتید به رنگ قرمز می‌باشند.

پیمایش آغازگر
معمولاً در اکثر سیستم‌های توالی‌یابی، توالی کامل قطعه DNA طویل‌تر از bp500 نمی‌تواند در یک تک ران به دست ‌آید و بنابراین برای به دست آوردن توالی کامل قطعات بزرگ DNA روش‌های مختلفی استفاده می‌شود. روشی که معمولاً استفاده می‌شود واکنش‌های توالی‌یابی دی دئوکسی نوکلئوتید می‌باشد که برای تعیین خصوصیات و ترتیب 500 نوکلئوتید اول DNA انجام می‌شود. بر مبنای این تجزیه و تحلیل، آغازگر دوم برای هیبرید شدن با ناحیه‌ای حدود 20 نوکلئوتید بالادست انتهای توالی به دست آمده طراحی می‌شود که به صورت شیمیایی سنتز شده و سپس برای تعیین توالی 500 نوکلئوتید بعدی مورد استفاده قرار می‌گیرد. در روشی مشابه مکان سوم متصل شونده به آغازگر انتخاب شده‌، اولیگونوکلئوتید دیگری سنتز شده و توالی 500 باز بعدی مشخص می‌گردد (شکل 28.4). 
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شکل 28.4 توالی‌یابی DNA به وسیله پیمایش آغازگر. (1) توالی‌یابی DNA با یک آغازگر (P1) شروع می‌شود که مکمل با یک مکان روی پلاسمید در نزدیکی نقطه الحاق DNA کلون شده می‌باشد. (2) بر مبنای قطعه‌ای از DNA کلون شده که توالی‌یابی شده، آغازگر دوم (P2) مکمل با امتداد حدود 20 نوکلئوتید در نزدیکی انتهای قطعه سنتز شده می‌باشد. (3) P2 برای توالی‌یابی قطعه بعدی DNA کلون شده استفاده می‌شود. (4) بر مبنای قطعه‌ای از DNA کلون شده که توالی‌یابی شده، آغازگر سوم (P3) مکمل با امتداد حدود 20 نوکلئوتید در نزدیکی انتهای قطعه سنتز شده می‌باشد. (5) P3 برای توالی‌یابی قطعه بعدی DNA کلون شده استفاده می‌شود. (6) بر مبنای قطعه‌ای از DNA کلون شده که توالی‌یابی شده، آغازگر چهارم مکمل با امتداد حدود 20 نوکلئوتید در نزدیکی انتهای قطعه سنتز شده می‌باشد. فرآیند پی در پی سنتز و استفاده از آغازگرهای جدید ادامه می‌یابد تا زمانی که کل قطعه الحاقی توالی‌یابی گردد.

روش "پیمایش آغازگر" تا زمانی که کل DNA کلون شده توالی‌یابی گردد پیش می‌رود. برای اطمینان از اینکه توالی کلی صحیح است و هیچ ابهامی راجع به خصوصیات هر نوکلئوتید وجود ندارد، هر دو رشته DNA باید توالی‌یابی گردد. آغازگرهای اولیه مختلف می‌توانند هر دو رشته را توالی‌یابی کنند؛ یک آغازگر در یک انتهای قطعه الحاقی به یک رشته متصل می‌شود و آغازگر دیگر در انتهای دیگر قطعه الحاقی به رشته مخالف متصل می‌شود. مهیا شدن نادرست سنتز DNA می‌تواند نتایج غلط و مبهمی ارائه کند. اگر آغازگر به بیش از یک ناحیه در داخل DNA هدف متصل گردد این حالت ممکن است بوجود آید. برای جلوگیری از این مشکل آغازگرهای استفاده شده برای این روش به طور کلی حداقل 24 نوکلئوتید طول دارند. به علاوه شرایط اتصال سخت، اجازه اتصال نادرست آغازگر به توالی‌های مشابه اما غیر یکسان را نمی‌دهد. پیمایش آغازگر برای توالی‌یابی قطعاتی از DNA استفاده شده که در داخل باکتریوفاژ λ (~ 20 کیلو جفت باز [kb]) و یا یک ناقل کاسمیدی (~kb45) کلون شده‌اند. 

پیروسکونسینگ
پیروسکونسینگ اولین تکنولوژی‌ توالی‌یابی نسل دوم بود که به صورت تجاری درآمد و در خروج سریع مقادیر زیاد داده توالی به وسیله جامعه علمی دخیل بود. اساس این روش آشکارسازی پیروفسفات می‌باشد که در طول سنتز DNA آزاد می‌شود. بخشی از ساختمان یک دئوکسی نوکلئوزید تری فسفات، فسفات متصل به کربن '5 قند دئوکسی ریبوز می‌باشد که آلفا-فسفات نامیده می‌شود، فسفات بعدی بتا فسفات و سومی گاما-فسفات نامیده می‌شود (شکل 29.4). در طول همانندسازی، آلفا-فسفات هر نوکلئوتید مکمل ورودی توسط یک پیوند فسفو دی استر به صورت آنزیمی به گروه '3 OH آخرین نوکلئوتید رشته در حال رشد متصل می‌شود و بتا و گاما فسفات به عنوان یک واحد تحت عنوان پیروفسفات جدا می‌شوند (شکل 29.4).
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شکل 29.4 تشکیل پیوند فسفو دی استر و آزاد شدن پیروفسفات در طول اتصال یک نوکلئوتید به انتهای یک رشته DNA در حال رشد. تشکیل پیوند فسفو دی استر بین ′3 OH قند دئوکسی ریبوز آخرین نوکلئوتید متصل شده و آلفا-فسفات نوکلئوتید ورودی رخ می‌دهد (فلش آبی). پیوند بین آفا و بتا فسفات شکسته می‌شود (فلش سبز) و پیروفسفات آزاد می‌گردد (فلش سیاه).
آشکارسازی بدون ابهام پیروفسفات در طول سنتز رشته DNA مبنایی برای تعیین توالی DNA یک رشته الگو تشکیل می‌دهد. به ویژه اینکه آزاد شدن پیروفسفات با اتصال یک نوکلئوتید شناخته شده به رشته DNA در حال رشد مرتبط است. یک قطعه DNA با توالی ناشناخته در یک انتها توسط توالی مکمل آغازگر مهندسی می‌شود و بعد از افزودن آغازگر، در حضور DNA پلی‌مراز یک دئوکسی نوکلئوتید معرفی می‌شود. پیروفسفات تنها هنگامی تشکیل می‌شود که نوکلئوتید مکمل به انتهای رشته در حال رشد متصل گردد. بدیهی است که نوکلئوتیدهایی که مکمل نوکلئوتید رشته الگو نیستند متصل نمی‌شوند و هیچ پیروفسفاتی تشکیل نمی‌گردد. بنابراین برای این سیستم، توسعه یک روش دقیق و سریع برای آشکارسازی پیروفسفات لازم بود.

روش پیروسکونسینگ مستلزم یک سری از واکنش‌های آنزیمی می‌باشد (شکل 30.4). به طور خلاصه پیروفسفات تولید شده به وسیله اتصال یک نوکلئوتید برای تشکیل ATP با آدنوزین-'5-فسفوسولفات توسط آنزیم ATP سولفوریلاز ترکیب می‌شود. ATP به نوبه خود تبدیل لوسیفرین به اکسی لوسیفرین توسط آنزیم لوسیفراز را بر می‌انگیزد که نوری تولید می‌کند و این نور توسط یک آشکارساز فوتونی ثبت می‌گردد‌. قبل از افزودن نوکلئوتید بعدی به مخلوط، ATP و هر دئوکسی نوکلئوزید تری فسفات متصل نشده توسط آنزیم آپیراز به شکل منوفسفات تجزیه می‌شوند. آپیراز یک ADP دی فسفو هیدرولاز می‌باشد که گاما-فسفات را از نوکلئوزیدهای تری فسفات و بتا-فسفات را از نوکلئوزیدهای دی فسفات حذف می‌کند (شکل 30.4). زیرا نوکلئوتید طبیعی dATP می‌تواند در واکنش لوسیفراز دخالت کند، دئوکسی آدنوزین آلفا-تیو تری فسفات (dATPαS) که توسط DNA پلی‌مراز اما نه لوسیفراز استفاده می‌شود جایگزین dATP در مخلوط واکنش می‌شود. مقدار نور تولید شده پس از افزودن یک نوکلئوتید خاص متناسب با تعداد نوکلئوتیدهای متصل شده به رشته در حال رشد می‌باشد (شکل 31.4). اتصال هر واحد نوکلئوتید مقداری نور تولید می‌کند که در یک دامنه محدود می‌افتد و نشان‌دهنده اتصال یک نوکلئوتید به عنوان مثال یک مر می‌باشد. توالی یک دی نوکلئوتید به عنوان مثال AA، TT، CC و یا GG سیگنال شدیدتری تولید می‌کند که در محدوده 2 مر می‌افتد. این رابطه‌ی کم و بیش خطی تنها برای امتدادهای حدود هشت نوکلئوتید یکسان در یک ردیف (قطعات هموپلیمر) حفظ می‌شود. به طور کلی با وجود علم شیمی توالی‌یابی DNA، توالی‌یابی دقیق قطعات هموپلیمر دشوار است.

در طول هر انکوباسیون مقدار سیگنال نوری اندازه‌گیری و ثبت می‌گردد. در پایان اجرای توالی‌یابی تشعشعات نور به عنوان یک میله روی یک نمودار (پیروگراف) ارائه می‌شوند که در آن محور y نشان می‌دهد که آیا اتصال برابر با یک یا چند واحد نوکلئوتیدی (مر) است و محور X نشان‌دهنده توالی رشته مکمل با توالی الگو می‌باشد (شکل4. 31ج).
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شکل 30.4 واکنش آنزیمی پیروسکونسینگ. سیاه، نوکلئوتید متصل می‌شود و پیروفسفات آزاد می‌شود؛ قرمز، تولید نور از پیروفسفات به وسیله ATP سولفوریلاز و لوسیفراز. توالی DNA به وسیله همبستگی وسعت تابش نور با یک نوکلئوتید خاص تعیین می‌شود. سبز، دئوکسی نوکلئوزید تری فسفات متصل نشده (dXTP) و هر ATP باقی‌مانده به وسیله آپیراز به مونوفسفات (dXMP) تجزیه می‌شوند. AMP، آدنوزین منوفسفات می‌باشد.
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شکل 31.4 توالی‌یابی DNA به وسیله پیروسکونسینگ. (الف) رشته الگو (پس زمینه آبی) و توالی آغازگر (حروف آبی). (ب) سیگنال شدت نور با چهار سیکل پیروسکونسینگ مبنای توالی الگو در پانل الف می‌باشد. یک سیکل پیروسکونسینگ متشکل از چهار دور می‌باشد که در آن یک دور نشان‌دهنده افزودن یکی از چهار دئوکسی نوکلئوتید می‌باشد. پس از هر دور تیمار به وسیله آپیراز صورت می‌گیرد. علامت منها نشان‌دهنده عدم تشعشع نور می‌باشد و علامت به اضافه نشان‌دهنده مقدار نسبی نور منتشر شده پس از معرفی یک دئوکسی نوکلئوتید خاص می‌باشد. (ج) پیروگرام بر اساس داده‌های پانل ب می‌باشد و توالی نوکلئوتیدی رشته‌ مکمل توالی الگو در پانل الف  قابل استنباط می‌باشد.
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PCR که اختراع کری مولیس می‌باشد (حق ثبت اختراع ایالات متحده 4683202) در بسیاری از عرصه‌های پژوهش از جمله بیوتکنولوژی مولکولی تاثیر شگرفی داشته است. قابلیت تولید مقدار زیادی DNA به وسیله تکثیر قطعات DNA ژنومی یا کلون شده کاربردهایی چون همسانه‌سازی نسخه‌های DNA از مولکول‌های mRNA کم، غربالگری کتابخانه‌های ژن، تست تشخیص موتاسیون ژن، نقشه‌برداری فیزیکی کروموزوم‌ها و هزاران کاربرد دیگر را آسان نموده است. در حقیقت اولین مطالعه با استفاده از PCR یک تست تشخیصی برای توصیف کم‌خونی داسی شکل بود (1350-1354,1985:Saiki et al., Science 230). PCR یک ایده منحصر به فرد بود که در حال حاضر هیچ فناوری جایگزین آن نشده است. برتری این روش به دلیل سادگی، حساسیت و اختصاصی بودن آن می‌باشد. این روش یک مکانیسم مشابه که توسط سلول‌های ما برای همانندسازی صحیح DNA الگو استفاده می‌شود را مورد استفاده قرار می‌دهد. این روش می‌تواند میلیون‌ها نسخه از یک مولکول الگو را طی چند ساعت آشکار و تولید کند و تحت شرایط مناسب می‌تواند برای تکثیر یک توالی خاص در یک کمپلکس مخلوطی از مولکول‌های DNA استفاده شود حتی وقتی که توالی‌های مشابه دیگری وجود دارند. مولیس برای کارش روی PCR جایزه نوبل شیمی در سال 1993 را دریافت نمود. از سال 1986 بیش از 200000 تحقیق منتشر شده از PCR استفاده کردند. علاوه بر این حاصل جستجوی گوگل با عبارت "واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز" بیش از 17000000 بازدید می‌باشد! این وضعیت به عنوان یک روش ضروری می‌باشد که به خوبی ثابت شده است و با توجه به تعداد زیاد کاربردهای PCR که قبلاً ابداع شده بود، به نظر می‌رسد هیچ پایانی برای پتانسیل استفاده از آن وجود ندارد.


توالی‌یابی با استفاده از خاتمه‌دهنده‌های برگشت‌پذیر زنجیره 

برای پیروسکونسینگ که در آن DNA به وسیله سنتز و توسعه نوکلئوتیدی یک رشته DNA در حال رشد توالی‌یابی می‌شود، هر یک از 4 نوکلئوتید باید در سیکل‌های مجزا به ترتیب به واکنش افزوده شوند. این فرآیند نسبتاً سریع‌تر خواهد شد در صورتی که برای هر سیکل تمام نوکلئوتیدها به یکدیگر اضافه شوند. برای این کار لازم است که اطمینان حاصل شود رشته‌های DNA در حال رشد به وسیله تنها یک نوکلئوتید در هر سیکل توسعه ‌یابند و نوکلئوتیدهای متصل شده به صورت انفرادی تشخیص داده ‌شوند. این اهداف به وسیله خاتمه‌دهنده‌های برگشت‌پذیر زنجیره و چهار رنگ فلورسنت به دست می‌آید که مبنای برخی از تکنولوژی‌های توالی‌یابی جدید را تشکیل می‌دهد.

یکی از این روش‌ها مستلزم کلاهک‌گذاری کربن '3 قند دئوکسی ریبوز به وسیله یک گروه شیمیایی می‌باشد که افزودن نوکلئوتیدهای بعدی را مسدود می‌کند. و نیز مستلزم اتصال یک رنگ فلورسنت مختلف به هر نوکلئوتید می‌باشد در مکان‌هایی که با جفت شدن بازها یا تشکیل پیوند فسفو دی استر مداخله ندارد (شکل 32.4). ضروری می‌باشد که گروه مسدود کننده '3 و رنگ فلورسنت سریع و آسان حذف شوند. همچنین مرحله برداشتن کلاهک باید گروه هیدروکسیل مکان ′3 قندهای دئوکسی ریبوز را بازگرداند برای اینکه یک مکان برای تشکیل پیوند فسفو دی استر با نوکلئوتید بعدی فراهم گردد. پس از ثبت تشعشعات فلورسنت، 30 ثانیه زمان برای حذف گروه مسدود کننده '3 و رنگ فلورسنت از هر نوکلئوتید متصل شده و باقی گذاردن یک گروه هیدروکسیل در مکان '3 قند دئوکسی ریبوز مورد نیاز است. سیکل‌های افزودن نوکلئوتید به رشته DNA در حال رشد توسط DNA پلی‌مراز، جمع‌آوری داده‌های فلورسنت و شکست شیمیایی گروه‌های مسدود کننده و رنگ تکرار می‌شوند تا تعیین توالی‌های کوتاه (باز خواندن) تا 36 نوکلئوتید در هر اجرا را تولید کنند. در حال حاضر طول خواندن به دلیل مشکلات در اتصال نوکلئوتیدهای فلورسنت و شکست ناقص رنگ یا گروه‌های مسدود کننده محدود می‌شود.
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شکل 32.4 افزودن قابل برگشت خاتمه دهنده‌ها به توالی آغازگر. یک گروه مسدود کننده که مانع از گسترش زنجیره می‌شود به اکسیژن مکان '3 قند دئوکسی ریبوز هر نوکلئوتید متصل می‌شود. یک رنگ فلورسنت مختلف (ساختارهای رنگی) به وسیله یک گروه مسدود کننده و یک توالی لینکر در مکان 9 پورین (گوانین [الف] و آدنین [ب]) و مکان 5 پیریمیدین (سیتوزین [ج] و یوراسیل [د]) به هر نوکلئوتید متصل می‌شود. شکست کاتالیز شده توسط پالادیوم (فلش‌ها)، گروه مسدود کننده '3 و رنگ‌های فلورسنت را حذف می‌کند و یک گروه هیدروکسیل در کربن '3 هر قند دئوکسی ریبوز بازسازی می‌کند. در طول سیکل بعدی، رشته‌های در حال رشد توسط یک خاتمه دهنده برگشت پذیر توسعه پیدا می‌کنند. رشته الگو در اینجا نشان داده نشده است. توجه داشته باشید که تفاوت بین دئوکسی یوریدین منو فسفات (dUMP) و دئوکسی تیمیدین منو فسفات (dTMP) فقدان گروه متیل در مکان 5 حلقه پیریمیدین dUMP می‌باشد. یوراسیل تغییر یافته در دئوکسی یوریدین تری فسفات (dUTP) با آدنین رشته الگو جفت می‌شود و dUMP به آخرین نوکلئوتید رشته در حال رشد به وسیله DNA پلی‌مراز متصل می‌شود. اقتباس شده با اجازه از شکل 7 تایید کردن آنلاین اطلاعات تکمیلی در  http://www.pnas.org/cgi/content/full/0609513103/DC1 
به انضمام J. Ju et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103:19635–19640, 2006.
توالی‌یابی به وسیله الحاق
در مقابل پیروسکونسینگ و توالی‌یابی با استفاده از خاتمه دهنده‌های برگشت پذیر که رشته DNA در حال رشد را توسط یک باز در طول هر سیکل گسترش می‌دهند، توالی‌یابی به وسیله الحاق رشته DNA را به وسیله الحاق الیگونوکلئوتیدهای کوتاه در یک روش وابسته به الگو و با به کار بردن آنزیم لیگاز به جای DNA پلی‌مراز گسترش می‌دهد. این روش نیازمند الیگونوکلئوتیدهایی است که معمولاً 8 (اکتامر) یا 9 (نونامر) نوکلئوتید طول دارند و تا حدی چند حالتی می‌باشند. آن‌ها شامل یک نوکلئوتید شناخته شده (ثابت) در یک مکان خاص (مورد پرسش) و هر نوکلئوتید در مکان‌های دیگر می‌باشند. چنانکه در شکل 33.4الف نشان داده شده است مجموعه‌ای از نونامرها دارای یک نوکلئوتید ثابت (A، C، G و یا T) در مکان مورد پرسش 1 و هر نوکلئوتید در مکان‌های 2 تا 9 می‌باشند. مجموعه‌ای دیگر دارای یک نوکلئوتید ثابت در مکان مورد پرسش 2 و هر نوکلئوتید در هشت مکان دیگر به عنوان مثال، 1 و 3 تا 9 می‌باشد. علاوه بر این تمام نونامرها با نوکلئوتید ثابت یکسان بدون در نظر گرفتن مکان در انتهای '3 خود با رنگ فلورسنت یکسانی علامت‌دار می‌شوند (شکل 33.4الف). هر یک از چهار رنگ فلورسنت مختلف یک طول موج مشخص ساتع می‌کند که می‌تواند برای شناسایی نوکلئوتید در مکان مورد پرسش استفاده شود.

یک آداپتور نوکلئوتیدی کوتاه به انتهای قطعات DNA که توالی‌یابی می‌شوند متصل می‌گردد. توالی‌های آداپتور به عنوان مکان‌های اتصال آغازگرهای anchor استفاده می‌شود (شکل 33.4ب). آغازگر anchor یک انتهای '3 برای الحاق به انتهای '5 نونامر کاملاً هیبرید شده مجاور فراهم می‌کند. اگر یک جفت باز غیر مکمل (عدم تطابق) بین نونامر و توالی الگو وجود داشته باشد الحاق رخ نمی‌دهد.

چرخه توالی‌یابی شامل مراحل زیر است. (1) واسرشت شدن DNA الگو و اتصال آغازگر anchor به توالی مکمل خود در آداپتور انتهای '3 DNA تک رشته‌ای الگو. (2) مخلوطی از نونامرها با نوکلئوتیدهای ثابت A، G، C و T به مکان مورد پرسش یکسان مثلاً مکان 1 اضافه شده و برای مدت کوتاهی با T4 DNA لیگاز انکوبه می‌شوند. (3) نونامرهای الحاق نشده و ترکیبات دیگر شسته شده و سیگنال‌های فلورسنت ثبت می‌گردد. اگر توالی نونامر کاملاً مکمل توالی الگو باشد، سپس T4 DNA لیگاز نونامر را به آغازگر anchor متصل خواهد کرد (شکل 33.4ب) هویت نوکلئوتید مکان 1 توسط فلورسنت تعیین می‌شود. (4) توالی الحاق شده نونامر-آغازگر anchor با افزایش درجه حرارت حذف می‌شود و برای شناسایی نوکلئوتید دوم رشته الگو با استفاده از مخلوط نونامری دیگری با نوکلئوتیدهای ثابت A، G، C و T در مکان مورد پرسش 2، سیکل تکرار می‌شود. این سیکل‌ها برای تعیین توالی مناطق کوتاهی از DNA تکرار می‌شوند.

[image: image35.jpg]d:")‘fa)f‘b&

(@

etc.

1 2 3 4 5 6
ANNNNNNNN—QO  NANNNNNNN—(O NNANNNNNN—QO NNNANNNNN—QO NNNNANNNN NNNNNANNN—O
GNNNNNNNN—QD  NGNNNNNNN—QO  NNGNNNNNN—Q  NNNGNNNNN—QO  NNNNGNNNN NNNNNGNNN—O
CNNNNNNNN—O  NCNNNNNNN—)  NNCNNNNNN—O ~ NNNCNNNNN—C) ~ NNNNCNNNN—O  NNNNNCNNN—O)
TNNNNNNNN—O  NTNNNNNNN—O  NNTNNNNNN- NNNTNNNNN—O  NNNNTNNNN NNNNNTNNN—O
et Ly
Anchor S 0
\ ATCAGCAGT
S AR TEE T AT ATECEAT
o5 s 55 A5
e Lo
Anchor _§ ;L1 s o
. ATCAGCAGT
S TAGTCGTCAGTATGCCAT
ol s ey
Anchor S 3T Al o
" ATCAGCAGT
S - AR TCE T AT AT ECEATT
oAl s

5 s




شکل 33.4 توالی‌یابی به وسیله الحاق. (الف) مجموعه‌ای از نونامرها. مکان ثابت هر نوکلئوتید توسط حروف بزرگ رنگی مشخص شده است. نقطه‌های رنگی نشان‌دهنده رنگ‌های مختلف فلورسنت می‌باشد. حرف N به این معنی است که هر نوکلئوتیدی می‌تواند آن مکان را در نونامر اشغال کند. وقتی که یک مکان ثابت است و هشت مکان دیگر توسط هر یک از چهار نوکلئوتید پر می‌شوند بیش از 65000 توالی نونامری مختلف به وجود می‌آید. (ب) نمایش سه سیکل اول توالی‌یابی به وسیله الحاق یک توالی الگو. در طول سیکل 1، آغازگر anchor در انتهای '3 توالی الگو به توالی آداپتور متصل می‌شود. A، T، C و G در اولین مکان مورد پرسش به نونامرها اضافه می‌شوند و نونامر مکمل A در اولین مکان هیبرید می‌شود و به آغازگر anchor الحاق می‌گردند. پس از ثبت سیگنال فلورسنت، رشته الحاق شده آغازگر anchor-نونامر توسط ذوب آزاد می‌شود. در طول دو سیکل بعدی، T و C به ترتیب در مکان دوم و سوم نونامرها به آغازگر anchorالحاق می‌شوند. در این مثال سیگنال‌های پی در پی رنگ‌های فلورسنت قرمز، آبی و نارنجی مربوط به A، T و C می‌باشد.

توالی‌یابی DNA در مقیاس زیاد
به طور کلی پروژه‌های توالی‌یابی DNA به دو دسته تقسیم می‌شوند: novo genome sequencing de و resequencing. توالی‌یابی ژنوم‌های کاملی که قبلاً توالی‌یابی نشده novo genome sequencing de می‌باشد، در حالی که resequencing مستلزم مقایسه توالی تعیین شده جدید با یک توالی شناخته شده مرجع می‌باشد. برخی از کاربردهای روش novo genome sequencing de و resequencing شامل شناسایی سویه‌های بیماری‌زا، کشف دارو، آزمایش جهش‌های مربوط به بیماری، تجزیه و تحلیل پزشکی قانونی و توسعه محصولات بیولوژیک برای اهداف تجاری و صنعتی می‌باشد. در طول 30 سال گذشته هزینه توالی‌یابی با استفاده از روش دی دئوکسی نوکلئوتید سانگر از بیش از $10 به کمتر از $0.05 در هر باز کاهش یافته است. علاوه بر این سرعت به دست آوردن توالی‌های DNA با معرفی توالی‌یاب‌های خودکار DNA به طور چشمگیری افزایش یافته است که بسته به وسیله یا 96 و یا 384 تفکیک الکتروفورتیک موئین به صورت همزمان اجرا می‌شود. به طور کلی این دستگاه‌ها از بیش از 2500 الگوی DNA مختلف حدود 106×2 تا 106×3 باز در روز تولید می‌کنند. موفقیت روش دی دئوکسی نوکلئوتید سانگر به علت دقت بالا و خواندن توالی طویل حدود 700 باز در هر واکنش توالی‌یابی می‌باشد. این طول‌های خواندن، تعیین قطعی توالی‌های همپوشان و در نتیجه مونتاژ توالی نوکلئوتیدی ژنوم، کروموزوم یا ژن‌های بزرگ را از نظر محاسباتی آسان‌تر می‌سازد. روش دی دئوکسی نوکلئوتید سانگر در حال حاضر به عنوان روش انتخابی برایde novo sequencing  باقی مانده است. با این حال به علت نیاز به جداسازی الکتروفورتیک قطعات این روش زمانبر است و به علت استفاده از حجم نسبتاً زیاد مواد شیمیایی گران قیمت می‌باشد. بودجه‌های تحقیقاتی قابل توجهی توسط ایالات متحده به موسسه ملی تحقیقات ژنوم انسانی برای توسعه تکنولوژی‌های ‌جدید و ارزان به منظور تسهیل پروژه‌های توالی‌یابی در مقیاس زیاد اعطا شده است. هدف ظاهری این تلاش‌ها " ژنوم $ 1000" نامگذاری شده است. به عبارت دیگر هدف کاهش هزینه‌های توالی‌یابی هر ژنوم انسان تا $1000 می‌باشد. موسسه ملی تحقیقات ژنوم انسانی "ژنوم $10000" در سال 2009 و "ژنوم $1000" در سال 2014 را هدف‌گیری کرد. در سال 2005 توالی‌یابی ژنوم انسان به حدود 10 ماه و هزینه‌ای حدود $ 106×15 نیاز داشت که به وضوح بسیار کمتر از 15 سال و $ 109×2.7 می‌باشد که برای مونتاژ اولین توالی ژنوم انسان مورد نیاز بود (تکمیل شده در 2003). از "ژنوم $ 1000" تشخیص خطرات ناشی از بیماری‌های ژنتیکی به صورت فردی و همچنین بهینه‌سازی درمان دارویی برای هر بیمار را انتظار می‌رود و البته "ژنوم $ 1000" به این معنی است که توالی‌یابی ژنوم میکروارگانیسم‌ها چند دلار و یک ژن چند پنی هزینه دارد.
روش همسانه‌سازی تفنگ ساچمه‌ای برای توالی‌یابی ژنوم
روش همسانه‌سازی تفنگ ساچمه‌ای برای de novo sequencing هزاران پروکاریوت، یوکاریوت و ژنوم ویروسی استفاده شده است. ابتدا DNA ژنومی به طور تصادفی توسط فراصوت، گرد کردن یا برش هیدرودینامیکی قطعه قطعه می‌شود. شکستن DNA با استفاده از روش‌ فیزیکی به علت باقی گذاردن امتداد (فرسوده) در دو انتها همسانه‌سازی را بسیار ناکارآمد می‌سازد. در نتیجه قطعات به صورت آنزیمی دارای انتهای صاف می‌شوند (انتهای تعمیر شده یا جلا داده شده) که به وسیله پر کردن انتهای فرو رفته ′3 با T4 DNA پلی‌مراز در حضور چهار دئوکسی ریبو نوکلئوتید و از بین بردن انتهای برآمده '3 با فعالیت اگزونوکلئازی '3 انجام می‌شود (شکل 34.4الف و ب). به منظور تسهیل الحاق، انتهای '5 قطعات ژنومی صاف توسط  T4پلی نوکلئوتید کیناز فسفریله می‌شوند (شکل 34.4ج). 
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شکل 34.4 تعمیر انتهای فرسوده DNA (تعمیر انتها) و فسفوریلاسیون DNA با انتهای صاف. (الف) DNA پلی‌مراز انتهای فرورفته '3 را پر می‌کند. (ب) '3 اگزونوکلئاز برآمدگی '3 را از بین می‌برد. (ج) T4 پلی نوکلئوتید کیناز انتهای '5 قطعات صاف را فسفریله می‌کند. توجه داشته باشید که قطعات با ترکیب‌های مختلف دارای امتداد فرو رفته و برآمده در انتها اینجا نشان داده نشده است. در تمام این موارد، پلی‌مراز و یا فعالیت '3-اگزونوکلئاز تولید مولکول‌های DNA با انتهای صاف می‌کند.

در مرحله بعد قطعات به اجزای کوچک (~kb 1)، متوسط (~kb 8) و بزرگ (~kb 40) مجزا می‌شوند با سه کتابخانه که به وسیله همسانه‌سازی قطعات با اندازه کوچک و متوسط به داخل پلاسمیدها و قطعات بزرگ kb40 به داخل ناقل فاژمیدی ایجاد می‌شود. در روشی دیگر اجزای DNA با اندازه مختلف ممکن است ابتدا جداسازی شده و سپس انتها به صورت مجزا قبل از همسانه‌سازی به داخل ناقل‌های مختلف بازسازی شود. پس از ترانسفورماسیون E. coli با کتابخانه، کلونی‌های حاوی DNA کلون شده انتخاب شده و رشد می‌کنند. ناقل DNA از هر کتابخانه استخراج شده و تکثیر می‌شود. بسته به توالی‌یاب DNA، یا 96 یا 384 الگوی توالی‌یابی به صورت همزمان تجزیه و تحلیل می‌شود. برای رسیدن به درجه بالایی از دقت، هر مکان نوکلئوتیدی در ژنوم باید حداقل 6 تا 10 بار از قطعات مختلف توالی‌یابی شود. اندازه فراوانی توالی‌یابی، پوشش و یا عمق پوشش نامیده می‌شود. یک برنامه کامپیوتری که base caller نامیده می‌شود، کروماتوگرام فلورسنت هر خواندن را تشخیص می‌دهد و نوکلئوتیدی که به احتمال زیاد مطابق با پیک‌های بدون ابهام است را انتخاب می‌کند. پس از چشم پوشی از توالی‌های آغازگر و ناقل و حذف بازهای با کیفیت پایین که معمولاً در آغاز و پایان کروماتوگرام‌ها رخ می‌دهد، برنامه دیگری که مونتاژ کننده نامیده می‌شود قطعات همپوشان وسیع را پیدا می‌کند. فرآیند تولید پی در پی توالی‌های همپوشان، امتدادهای به هم پیوسته طویلی از نوکلئوتیدها تولید می‌کند (کانتیگ).

اگر چه مونتاژ کننده‌ها بسیار موثر هستند، عناصر تکراری که در واقع مکان‌های مختلف ژنومی را اشغال می‌کنند ممکن است به عنوان ناحیه ژنومی یکسانی تعیین شوند. این کار باعث ایجاد کانتیگ‌های نادرست می‌شود. برای غلبه بر این مشکل از اطلاعات توالی هر دو انتهای یک قطعه الحاقی استفاده می‌شود (انتهای جفت شده). انتهای جفت شده سه کتابخانه به ترتیب ~1، ~8 و یا ~ kb40 از یکدیگر فاصله دارند. مجموعه‌های شناسایی کننده مونتاژ انتهای جفت شده به نوبه خود برای ترتیب و جهت کانتیگ‌های استفاده می‌شوند. این فرآیند داربست (scaffolding) نامیده می‌شود (شکل 35.4). اتصال کانتیگ‌ها به یکدیگر ممکن است توسط کتابخانه‌های ژنومی ناقص به هم ریخته شود که اغلب به دلیل وجود توالی‌های خاصی است که در E. coli همانندسازی نکرده‌اند. همسانه‌سازی و توالی‌یابی اضافی ممکن است نیازمند تکمیل کل توالی باشد. پس از تکمیل فرآیند مونتاژ، هر شکاف کوچکی که بین کانتیگ‌ها باقی بماند یا به وسیله PCR وزن مولکولی بالای DNA ژنومی در سراسر هر شکاف همراه با توالی‌یابی محصولات تکثیرشده و یا به وسیله پیمایش آغازگر رفع می‌شود (بستن و یا تکمیل شکاف). توالی‌های مجاور شکاف، اطلاعاتی درباره توالی‌های آغازگر ارائه می‌کنند. ژنوم بیش از 800 موجود زنده که عمدتاً باکتری‌ می‌باشند به طور کامل به روش تفنگ ساچمه‌ای توالی‌یابی شده است (شکل 36.4) و نسخه‌های ناقص (پیش نویس) ژنوم‌های بیش از 2000 موجود زنده در مرحله اتمام می‌باشد.
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شکل 35.4 داربست (Scaffolding). داربست سه کانتیگ (سیاه و سفید) توسط جفت شدن توالی‌های انتهایی آشکار شده است. انتهای جفت شده توسط رنگ جور می‌شوند. خط چین‌ها نشان‌دهنده فواصل مختلف بین دو انتهای جفت شده می‌باشند.
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شکل 36.4 نمودار گردشی توالی‌یابی DNA به روش تفنگ ساچمه‌ای برای کل ژنوم. نمونه‌های DNA ژنومی ممکن است تحت شرایط مختلف و برای افزایش عملکرد قطعات کوچک (~kb1)، متوسط (~kb8) و بزرگ (~kb40) قطعه قطعه شوند. عبور از DNA ژنومی به الگوهای استخراج شده حدود 4 هفته وقت می‌برد. زمان به دست آمدن یک توالی کامل از اطلاعات توالی اولیه بستگی دارد به اندازه ژنوم، وسعت پوشش و تعداد توالی‌یاب‌های DNA که برای پروژه استفاده می‌شود. روش‌های همسانه‌سازی، انتخاب کلونی و تهیه الگو برای هر کتابخانه‌ای اعمال می‌شود.
یک مرکز اصلی توالی‌یابی DNA (موسسه ژنوم مشترک، نهر گردو، ([CA [http://www.jgi.doe.gov) دارای 70 دستگاه می‌باشد که هر کدام 96 نمونه را در یک زمان تجزیه و تحلیل می‌کند و در 24 ساعت شبانه روز، 7 روز هفته اجرا می‌شود همراه با 40 دستگاه دیگر که هر فرآیند 384 نمونه را به صورت همزمان توالی‌یابی می‌کند و 24 ساعت شبانه روز، 5 روز در هفته اجرا می‌شود. خروجی ماهیانه حدود 109×2.8 باز می‌باشد. تحت این شرایط، با شش بار پوشش و 1 ماه برای آماده‌سازی نمونه‌های توالی‌یابی، تعیین توالی ژنوم یک شخص حدود 8 ماه وقت لازم دارد.
توالی‌‌یابی آرایه چرخه‌ای
همسانه‌سازی تعداد زیادی از قطعات DNA به داخل پلاسمید، ترانسفورماسیون پلاسمیدها به داخل سلول‌های باکتریایی و سپس انتخاب و استخراج پلاسمیدها از هزاران تا میلیون‌ها کلونی برای توالی‌یابی با استفاده از روش دی دئوکسی سانگر بسیار وقت‌گیر و هزینه ‌بر است حتی اگر بسیاری از این مراحل به صورت خودکار انجام شود. برای کاهش زمان و هزینه توالی‌یابی در مقیاس زیاد، روش‌های توالی‌یابی آرایه چرخه‌ای توسعه یافته است که (1) کتابخانه‌ قطعات DNA برای توالی‌یابی در شرایط آزمایشگاهی را تهیه می‌کند، (2) الگوهای توالی‌یابی را در یک آرایه متراکم روی یک سطح ثابت می‌کند به طوری که حجم‌ بسیار کمی از معرف‌ها برای واکنش‌های توالی‌یابی مورد نیاز می‌باشد و (3) یک روش توالی‌یابی به وسیله سنتز را به کار می‌برد به طوری که صدها میلیون توالی می‌تواند به طور همزمان به دست آید (به موازات). در مقایسه با 8 ماه مورد نیاز برای توالی‌یابی ژنوم انسان با استفاده از روش توالی‌یابی سانگر-همسانه‌سازی تفنگ ساچمه‌ای، توالی‌یابی به روش آرایه چرخه‌ای می‌تواند توالی ژنوم انسان را در 2 ماه تهیه کند. روش‌های مستقل از سلول برای ساخت کتابخانه‌ الگوهای توالی‌یابی توسعه یافته‌ است که نیاز به تهیه کتابخانه‌های کلون در سلول‌های باکتریایی را دور می‌زند. در عوض برای تولید دسته‌های کلونی حاوی میلیون‌ها نسخه از هر مولکول DNA الگو (که از توالی‌های دیگر جدا شده است) از PCR استفاده می‌شود. اصطلاح "polony" که اختصار پلی‌مراز کلونی (polymerase colony) می‌باشد برای نشان دادن نسخه‌های متعدد از توالی نوکلئوتیدی یکسانی ابداع شده است که درون یک شیئی مانند مهره بر روی سطح جامد و یا سطح ژل محدود شده‌اند. یک روش توالی‌یابی آرایه چرخه‌ای مستلزم گیر انداختن الگوهای توالی‌یابی تکثیر شده توسط PCR بر روی سطح یک مهره کوچک می‌باشد، مهره‌ها در چا‌هک‌های یک صفحه آرایش یافته‌ و سپس الگوهای دستگیر شده با استفاده از پیروسکونسینگ توالی‌یابی می‌شوند. پس از توسعه این تکنولوژی توسط شرکت (454 Life Sciences) این روش به توالی‌یابی 454 منسوب شد. DNA منبع به اندازه‌های حدود 350 جفت باز قطعه قطعه می‌شود. انتهای فرسوده صاف می‌شوند و انتهای '5 فسفریله می‌گردد. دو توالی آداپتور (A و B) فسفریله نشده برای جلا دادن قطعات DNA ژنومی فسفریله شده الحاق می‌شوند (شکل 37.4).
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شکل 37.4 ویژگی آداپتورهای A و B که برای تهیه الگو، تکثیر PCR و توالی‌یابی با استفاده از روش توالی‌یابی آرایه چرخه‌ای با پلات فرم توالی‌یابی 454 استفاده می‌شود.

آداپتورها دارای توالی‌هایی برای تکثیر PCR توالی ژنومی، پر کردن واکنش توالی‌یابی و کالیبره کردن سیگنال خروجی واکنش توالی‌یابی می‌باشند. عناصر بازوی بلند آداپتور A با خواندن از انتهای ′3 شامل یک توالی کالیبراسیون 4 نوکلئوتیدی (کلیدی)، مکان آغازگر 20 نوکلئوتیدی توالی‌یابی (آغازگر چپ ویژه الگو؛ آغازگر توالی‌یابی ویژه چپ) و مکان 20 نوکلئوتیدی آغازگر PCR (آغازگر A) می‌باشند. آداپتور B دارای یک توالی کلیدی، یک مکان آغازگر توالی‌یابی (آغازگر راست ویژه الگو؛ آغازگر توالی‌یابی ویژه راست)، یک مکان آغازگر PCR (آغازگر B) و یک برچسب بیوتین در انتهای ′5 می‌باشد (شکل 37.4). از آنجا که آداپتورها فسفوریله نشده‌اند، انتهای '5 فسفات DNA ژنومی در طول الحاق به گروه '3 هیدروکسیل یک آداپتور متصل می‌شود و یک شکاف (شکاف) در انتهای '3 هیدروکسیل DNA ژنومی باقی‌ می‌ماند. تکمیل مولکول‌های DNA دو رشته‌ای به وسیله پر کردن انتهای '3 DNA ژنومی با یک DNA پلی‌مراز فاقد فعالیت اگزونوکلئازی انجام می‌شود. رشته‌های کوتاه آداپتور در طول همانندسازی جابجا می‌شوند و بازوهای بلند آداپتور به عنوان الگو عمل می‌کنند (شکل 38.4الف).
پس از الحاق و پر کردن، در دو انتهای قطعه DNA ژنومی ممکن است (1) آداپتور A و B، (2) فقط آداپتور A یا (3) فقط آداپتور B قرار گیرد (شکل 38.4ب). مرحله بعدی برای بازیابی DNA تک رشته‌ای با آداپتورهای A و B روی هر انتهای قطعه DNA ژنومی یعنی A-DNA ژنومی-B طراحی شده است. مهره‌های استرپتاودین به نمونه DNA اضافه می‌شوند و بیوتین موجود بر روی آداپتور B به مهره استرپتاویدین متصل می‌شود. بنابراین هر دوی مولکول‌های A-DNA ژنومی-B و B-DNA ژنومی-B بی‌حرکت می‌شوند. به عبارت دیگر مولکول‌های A-DNA ژنومی-A متصل نمی‌شوند و بنابراین از طریق شستشو خارج می‌شوند. پس از واسرشت شدن فقط رشته‌های بیوتینیله نشده مولکول‌های A-DNA ژنومی-B رها شده و جمع‌آوری می‌شوند. رشته‌های بیوتینیله شده که به مهره‌های استرپتاویدین متصل باقی می‌مانند در این شرایط دور ریخته می‌شوند (شکل 38.4ب).
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شکل 38.4 تهیه قطعات تک رشته‌ای DNA ژنومی برای 454 پایگاه توالی‌یابی. (الف) انتهای فرسوده قطعات ژنومی صیقل داده شده (انتهای تعمیر شده)، فسفریله می‌شود و به آداپتورهای A و B الحاق می‌گردد. (ب) فرآورده‌های الحاق شده با مهره‌های پوشیده به استرپتاویدین مخلوط می‌گردند. (1) مولکول‌های آداپتور A-DNA ژنومی-آداپتور A به مهره‌های پوشیده شده با استرپتاویدین متصل نشده و توسط شستشو خارج می‌شوند. (2) مولکول‌های DNA دارای برچسب‌های بیوتین به مهره‌های پوشیده شده با استرپتاویدین متصل می‌گردند. (3) رشته‌های آداپتور A-DNA ژنومی-آداپتور B بدون برچسب بیوتین توسط ذوب رها شده، متمرکز می‌شوند و برای توالی‌یابی باقی می‌مانند. (4) مولکول‌های DNA با برچسب بیوتین به مهره‌های پوشیده به استرپتاویدین متصل باقی مانده و دور ریخته می‌شوند.
در مرحله بعد، هر توالی ژنومی جمع‌آوری شده به صورت انفرادی تکثیر می‌شود. برای این منظور الیگومرهای 20 نوکلئوتیدی با توالی که مکمل مکان آغازگر PCR آداپتور B می‌باشد در انتهای '5 خود به مهره‌ها متصل می‌شوند (مهره‌های دستگیر کننده DNA). هر مهره دستگیر کننده DNA بیش از 107 الیگومر را حمل می‌کند. سپس رشته‌های جدا شده A-DNA ژنومی-B با مهره‌های دستگیر کننده DNA مخلوط می‌شوند به نسبتی که فقط اجازه ‌می‌دهد یک رشته DNA با یک الیگومر روی مهره جفت گردد (شکل 39.4). سپس مهره‌ها و معرف‌های PCR که شامل آغازگرهای PCR متصل به بخشی از توالی آداپتورهای A و B می‌باشد، برای ایجاد یک امولسیون آب در روغن به شدت با روغن هم زده می‌شوند. شرایط به گونه‌ای تنظیم می‌شود که یک مهره همراه با اجزای PCR در یک قطره آب داخل یک گویچه روغن قرار گیرد (شکل 40.4الف). به عبارت دیگر هر گویچه روغن محفظه یک واکنش مجزا می‌باشد. ممکن است 1000 PCR "میکروراکتورها" در هر میکرولیتر وجود داشته باشد. این شکل از PCR امولسیون PCR نامگذاری شده است.
در هر میکروراکتور طی سیکل PCR رشته‌هایی با توالی مشابه مولکول جدا شده A-DNA ژنومی-B سنتز شده و با الیگومرهای بدون حرکت جفت می‌شوند. این امر با سنتز یک رشته کامل مکمل از انتهای '3 الیگومرها همراه می‌باشد (شکل 40.4ب تا د). پس از 20 تا 30 سیکل، هر مهره دارای حدود 107 مولکول DNA متصل شده می‌باشد که مکمل با رشته اصلی هیبرید شده A-DNA ژنومی-B می‌باشد. پس از PCR امولسیون شکسته می‌شود، مهره‌ها جمع‌آوری شده و تمام مولکول‌های آزاد DNA شسته می‌شوند. رشته‌های DNA‌یی که با رشته‌های DNA متصل شده جفت شده‌اند به وسیله ذوب حذف می‌گردند. از آنجا که همه‌ مهره‌های دستگیر کننده DNA در میکروراکتور PCR محصور نشده‌اند لازم است که مهره‌های دارای بسط‌های DNA متصل شده با طول کامل تجمع پیدا کنند. این مهره‌ها به وسیله هیبرید شدن با الیگومرهای متصل به مهره‌های مغناطیسی که مکمل با توالی آداپتور A در انتهای آزاد ′3 هر مولکول DNA بدون حرکت با طول کامل می‌باشد غنی می‌شوند. تمام مهره‌های دستگیر کننده DNA که هیبرید نمی‌شوند دور ریخته می‌شوند. مهره‌های دستگیر کننده DNA که به وسیله الیگومر متصل به مهره‌های مغناطیسی نگه داشته می‌شوند توسط ذوب آزاد می‌گردند. در نهایت مهره‌های مغناطیسی با یک آهنربا حذف می‌شوند. در مسیر مهیا شدن برای توالی‌یابی DNA، یک پروتئین به DNA تک رشته‌ای آغازگر توالی‌یابی که مکمل با توالی ویژه چپ الگو آداپتور A می‌باشد متصل می‌شود و DNA پلی‌مراز به مهره‌های دستگیر کننده DNA اضافه می‌گردد. اگر چه آماده‌سازی نمونه ممکن است زمان بر به نظر رسد اما فرآیند واقعی تنها 2 تا 3 روز طول می‌کشد. در مقابل، همسانه‌سازی، رشد باکتریایی و تهیه ناقل DNA برای توالی‌یابی معمولی تفنگ ساچمه‌ای کل ژنوم نیازمند 20-30 روز می‌باشد.
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شکل 39.4 مهره‌های دستگیر کننده DNA. الیگومرهایی که مکمل با توالی تکثیر PCR آداپتور B می‌باشند در انتهای ′5 به مهره‌ها متصل می‌شوند. هر مهره دستگیر کننده DNA فقط با یک رشته آداپتور A- DNA ژنومی-آداپتور B هیبرید می‌شود. انتهای '3 قابل دسترس الیگومر بدون حرکت در حاشیه نشان داده شده است.
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شکل 40.4 امولسیون PCR. (الف) مهره دستگیر کننده DNA با رشته هیبرید شده A-DNA ژنومی-B و آغازگرهای تکثیر PCR در یک قطره آب داخل روغن (میکروراکتور PCR) قبل از شروع سیکل‌های  PCRنشان داده شده است. (ب) مهره دستگیر کننده DNA با رشته اصلی آداپتور A- DNA ژنومی-آداپتور B هیبرید می‌شود و توالی مکمل از انتهای '3 الیگومر بدون حرکت توسعه می‌یابد. آبی، آداپتور A؛ سبز، DNA ژنومی؛ قرمز، آداپتور B. (ج) نمایش مهره دستگیر کننده DNA در طول چرخه PCR با بسیاری از توالی‌های بی حرکت دارای طول کامل که مکمل با رشته DNA هیبرید شده اصلی می‌باشد. (د) یک مهره دستگیر کننده DNA با تعدادی کپی یکسان از توالی ژنومی.

پیروسکونسینگ می‌تواند برای تعیین توالی نوکلئوتیدی استفاده شود به وسیله سیکل‌های افزودن تک نوکلئوتید همراه با آشکارسازی تابش نور برای تعیین نوکلئوتید متصل شونده که پیروفسفات را آزاد می‌کند. واکنش‌های توالی‌یابی در چاهک‌هایی با ظرفیت حجم‌های پیکولیتر انجام می‌شود. (یک پیکولیتر یک میلیونیوم یک میلیونیوم یک لیتر می‌باشد.) افزون بر مهره‌های دستگیر کننده DNA (قطر ~ 28 میکرومتر) دو نوع دیگر از مهره‌ها نیز برای افزایش کارایی واکنش توالی‌یابی استفاده می‌شوند. نوع اول در پیروسکونسینگ می‌باشد که لوسیفراز و ATP سولفوریلاز به مهره‌های کوچک (قطر 2.8 میکرومتر) متصل می‌شوند. نوع دوم ذرات کوچک (قطر 0.8 میکرومتر) بدون هیچ گونه مولکول بی حرکتی می‌باشند که برای حفظ یکنواختی در چاهک‌های واکنش و برای پشتیبانی از مهره‌های دستگیر کننده DNA استفاده می‌شوند. این مهره‌ها مخلوط شده و روی یک صفحه که دارای 106×2.6 و یا 106×0.8 چاهک، بسته به اندازه صفحه می‌باشد به کار می‌روند. هر چاهک شش ضلعی به تنهایی برای جا دادن یک مهره دستگیر کننده DNA به اندازه کافی بزرگ می‌باشد (شکل 41.4). فیبرهای نوری از هر چاهک به یک سنسور در کنار صفحه انتقال سیگنال نور نصب می‌شوند که مطابق با اتصال یک نوکلئوتید خاص می‌باشد. خروج پی در پی سیگنال (جریان سیگنال) که مطابق با توالی نوکلئوتیدهای متصل شده از هر چاهک می‌باشد، اسیر شده و در یک کامپیوتر ذخیره می‌شود. یک دور توالی‌یابی شامل پر شدن پی در پی چاهک‌ها با یکی از چهار دئوکسی ریبونوکلئوتید، معرف‌های پیروسکونسینگ و در نهایت آپیراز می‌شود. این روند برای هر نوکلئوتید تکرار می‌شود. مدت زمان یک دور حدود 60 ثانیه می‌باشد. توالی "کلید" روی آداپتورها برای تعیین چاهک‌های دارای مهره‌های دستگیر کننده DNA و برای کالیبره کردن سیگنال خروجی استفاده می‌شود.
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شکل 41.4 چاهک‌های یک صفحه پیکوتیتر (PicoTiterPlate) برای توالی‌یابی 454 استفاده می‌شود. تکثیر با اخذ مجوز از Roche Diagnostics North America, Indianapolis, IN.

به طور کلی اطلاعات توالی با کیفیت بالا قبل از افت دقت و صحت خواندن از 200 تا 300 باز به وجود آمده است. در پایان یک اجرا، اطلاعات جریان سیگنال از چاهک‌ها ترکیب شده و مجموعه‌ای از کانتیگ‌های نوکلئوتیدی که محتمل‌ترند توسط یک مونتاژ کننده تعیین می‌شوند. در این پلات فرم حدود 106×25 ردیف باز در 4.5 ساعت خوانده می‌شود که حدود 10 برابر پوشش یک ژنوم با  bp106×2 می‌باشد. طیف وسیعی از پروژه‌های توالی‌یابی در مقیاس زیاد سودمندی این روش را ثابت می‌کند به عنوان مثال توالی‌یابی ژنوم انسان (ژنوم برنده جایزه نوبل جیمز واتسون به عنوان یک نمونه آزمایش مورد استفاده قرار گرفت) و توالی‌یابی DNA در کمپلکس نمونه‌های محیطی که شامل بسیاری از ژنوم‌های میکروبی با هدف شناسایی پاتوژن‌های مسئول متلاشی شدن مرموز کلونی‌های زنبور عسل بود. توالی‌یابی ژنوم وابسته به انسان اولیه (Neanderthal genome) نشان داد که تکثیر PCR الگوهای توالی‌یابی مفید است به خصوص زمانی که تنها مقادیر کمی از الگو با کیفیت پایین در دسترس می‌باشد، چنانکه این حالت معمولاً برای نمونه‌های DNA باستانی وجود دارد.

روش‌های توالی‌یابی آرایه چرخه‌ای از امولسیون PCR و یا دیگر روش‌های مبتنی بر PCR برای تکثیر کلونی الگوهای توالی‌یابی استفاده می‌کنند در ترکیب با توالی‌یابی به وسیله الحاق یا توالی‌یابی به وسیله گسترش باز که از خاتمه دهنده‌های برگشت پذیر زنجیره استفاده می‌کنند. به روش‌های توالی‌یابی مولکول‌های انفرادی DNA بدون تکثیر نیز پرداخته شده است. یکی از این روش‌ها جابجایی مولکول DNA از طریق یک کانال بسیار کوچک (نانوحفره) را مجسم می‌کند و توالی نوکلئوتیدی با توجه با اختلالات پی در پی هدایت الکتریکی ناشی از جفت بازهای خاص خوانده می‌شود. یکی از مزایای توالی‌یابی نانوحفره این است که تهیه وسیع الگو مورد نیاز نمی‌باشد. به علاوه فرضاً اطلاعات توالی می‌تواند در میکروثانیه تولید شود. در نهایت با وجود پیشرفت در توالی‌یابی DNA در مقیاس زیاد، جالب توجه خواهد بود اگر هر گروه بر چالش 10 میلیون $ که X Prize نامیده می‌شود غلبه کند و پلات فرمی که 100 ژنوم انسان را با دقت 99.999٪ در 10 روز و کمتر از 10000 $ در هر ژنوم توالی‌یابی کند ابداع نماید.
خلاصه:
علاوه بر تکنیک‌های مختلف همسانه‌سازی ژن بسیاری از روش‌های دیگر مانند سنتز شیمیایی، تکثیر و توالی‌یابی DNA، ابزارهای اساسی در بیوتکنولوژی مولکولی می‌باشند. سنتز شیمیایی DNA با استفاده از فسفورامیدیت یک روش مرحله‌ای می‌باشد که مولکول‌های DNA تک رشته‌ای (الیگونوکلئوتید) تولید می‌کند. کارایی بالای تشکیل پیوند فسفو دی استر (کوپلینگ یا اتصال) الزامی می‌باشد. در غیر این صورت در انتهای فرآیند، نمونه شامل تعداد بسیار کمی از مولکول‌های دارای طول کامل می‌باشد. استفاده از الیگونوکلئوتیدهای سنتز شده شیمیایی با دامنه حدود 10 تا 30 مر عمومی‌تر می‌باشد. اگر چه الیگونوکلئوتیدهای با 80 تا 100 نوکلئوتید می‌تواند با بازدهی کم برای کاربردهای خاص تولید شود. برای تولید مولکول‌های DNA دو رشته‌ای، رشته‌های مکمل به طور جداگانه سنتز شده و سپس با یکدیگر مخلوط می‌گردند. الیگونوکلئوتیدها به عنوان کاوشگر برای غربال کتابخانه‌های ژنی، به عنوان لینکر و آداپتور برای همسانه‌سازی ژن‌ها و افزودن مکان‌های اندونوکلئاز برشی به ناقل‌ها، به عنوان آغازگر برای توالی‌یابی دی دئوکسی نوکلئوتید DNA و PCR و نیز برای مونتاژ ژن استفاده می‌شوند.

PCR یک روش ارزشمند است که دارای کاربردهای بی‌شماری می‌باشد. با این روش قطعات خاصی از DNA بیش از یک میلیون برابر تکثیر می‌شوند. این تکثیر با دو آغازگر به دست می‌آید که با قطعات DNA روی رشته‌های مخالف هیبرید می‌شوند و انتهای '3 هیدروکسیل آن‌ها مقابل یکدیگر قرار می‌گیرد. آغازگرها دو طرف توالی هدف قرار می‌گیرند. این فرآیند مستلزم 30 سیکل پی در پی و یا بیشتر می‌باشد که هر سیکل شامل واسرشت شدن، اتصال آغازگر و سنتز DNA در شرایط آزمایشگاهی می‌باشد. از آنجا که افزودن DNA پلی‌مراز در پایان هر سیکل می‌تواند خسته کننده و پر هزینه باشد، از DNA پلی‌مرازی استفاده می‌شود که در درجه حرارت بالای مرحله واسرشت شدن (°C95) غیر فعال نشود. در طول مرحله اتصال آغازگر به DNA، توالی‌های آغازگر که به مقدار زیاد وجود دارند در سیکل اول با نمونه DNA و در سیکل‌های بعدی با مکان‌های آغازگر در مولکول‌های حاصل از تکثیر DNA هیبرید می‌شوند. در مرحله سنتز DNA، یک رشته جدید DNA مکمل با رشته الگو از انتهای '3 آغازگر توسعه پیدا می‌کند. در میان کاربردهای مختلف آن، PCR می‌تواند برای آشکارسازی یک توالی نوکلئوتیدی خاص در نمونه‌های بیولوژیک، برای به دست آوردن مقادیر زیادی از توالی DNA خاص برای همسانه‌سازی یا برای توالی‌یابی DNA، یا برای مونتاژ یک ژن مصنوعی استفاده شود. در میان کاربردهای دیگر، آگاهی از توالی کامل یک ژن محققان را برای بهینه‌سازی عملکرد یک توالی کد کننده در یک سلول میزبان خاص و به حداکثر رساندن تولید یک پروتئین مهم اقتصادی توانا می‌سازد. روش دی دئوکسی نوکلئوتید که توسط سانگر و همکارانش توسعه داده شد به طور معمول برای توالی‌یابی DNA استفاده می‌شود. این روش متکی بر اتصال یک دی دئوکسی نوکلئوتید به یک رشته DNA در حال رشد در شرایط آزمایشگاهی می‌باشد. دی دئوکسی نوکلئوتید سنتز یک رشته را خاتمه می‌دهد زیرا دارای گروه '3 هیدروکسیل نمی‌باشد. در یک آزمایش توالی‌یابی چهار واکنش سنتز DNA، هر کدام با یک دی دئوکسی نوکلئوتید مختلف به طور مستقل انجام می‌شود. قطعات DNA با طول‌های مختلف که در طی هر واکنش تولید می‌شوند به طور مجزا در یک ردیف اختصاصی بر روی ژل پلی آکریل آمید الکتروفورز می‌شوند. الگوی تفکیک قطعات نشاندار سنتز شده برای تعیین توالی نوکلئوتیدی رشته در حال رشد استفاده می‌شود. در حال حاضر توالی‌یاب‌های خودکار DNA که رنگ‌های فلورسنت را آشکار می‌کنند به طور معمول برای پروژه‌های توالی‌یابی در مقیاس زیاد و کم استفاده می‌شوند. یک فرمت عمومی مستلزم استفاده از دی دئوکسی نوکلئوتیدها می‌باشد که هر کدام با یک رنگ فلورسنت مختلف نشاندار شده‌اند به عنوان مثال سیستم آشکارسازی یک ردیف، چهار رنگ. که در این حالت فرآورده‌های واکنش دی دئوکسی نوکلئوتید با استفاده از یک پلی‌مراز مقاوم به حرارت و یک روش مبتنی بر PCR تولید شده، مخلوط می‌گردند و سپس در یک ردیف روی ژل پلی آکریل آمید یا لوله مویین پر از پلیمر تفکیک می‌شوند. توالی سیگنال‌های فلورسنت ثبت شده و به توالی نوکلئوتیدی متناظر تبدیل می‌گردد. پیروسکونسینگ مستلزم ارتباط پیروفسفات آزاد شده که به عنوان میزان تابش نور ثبت شده است با اتصال یک نوکلئوتید خاص به داخل رشته در حال رشد DNA می‌باشد. پیروفسفات به صورت آنزیمی با آدنوزین-'5-فسفوسولفات ترکیب می‌شود برای تشکیل ATP که در حقیقت به عنوان یک سوبسترا برای لوسیفراز عمل می‌کند و باعث تشعشع نور می‌شود. توالی‌یابی با استفاده از خاتمه دهنده‌های برگشت‌پذیر زنجیره همچنین توالی یک قطعه از DNA را به وسیله آشکارسازی امتدادهای تک نوکلئوتیدی نشان می‌دهد; در مقابل در پیروسکونسینگ در هر سیکل 4 نوکلئوتید با هم به واکنش افزوده می‌شوند و سپس نوکلئوتیدهای متصل نشده از طریق شستشو خارج می‌شوند، نوکلئوتید متصل شده توسط DNA پلی‌مراز به وسیله سیگنال فلورسنت آن مشخص می‌شود. رنگ فلورسنت و گروه مسدود کننده که مانع افزودن بیش از 1 نوکلئوتید در هر سیکل می‌شوند، به صورت شیمیایی شکسته می‌شوند و این سیکل تکرار می‌گردد. در روشی دیگر، توالی‌های کوتاه می‌توانند به وسیله الحاق الیگونوکلئوتیدهای چند حالتی (دی جنریت) که دارای یک نوکلئوتید شناخته شده در مکان مورد پرسش می‌باشند به یک آغازگر anchor در یک روش وابسته به DNA الگو تعیین گردند. هویت نوکلئوتید در مکان مورد پرسش به وسیله سیگنال‌های فلورسنت مربوطه تعیین می‌گردد. به طور سنتی، توالی‌یابی در مقیاس زیاد ژنوم‌ها با تکیه بر روش چهار رنگ دی دئوکسی نوکلئوتید سانگر و ابزارهایی می‌باشد که 94 یا 364 ژل موئین را به موازات یکدیگر اجرا می‌کنند. روش سانگر توالی با طول‌های 600 تا 800 باز تولید می‌کند و یک نرم افزار موثر برای مونتاژ کانتیگ‌های طویل از اطلاعات توالی وجود دارد. همچنین جفت‌ شدن‌ها و روش‌های دیگر، مرتب کردن کانتیگ‌ها را تسهیل می‌کنند. در نهایت شکاف‌ها برای تولید یک توالی کامل به روش‌های مختلفی مانند پیمایش آغازگر بسته می‌شوند. اگر چه روش تفنگ ساچمه‌ای کل ژنوم به عنوان روشی برای انتخاب توالی‌یابی ژنوم‌ها، پلت‌فرم‌های توالی‌یابی وسیع DNA به صورت مشابه توسعه یافته است اما به صورت قابل توجهی هزینه‌های توالی‌یابی را کاهش و سرعت اکتساب اطلاعات توالی را افزایش می‌دهد. هدف ظاهری این تکنولوژ‌های "نسل بعد" ژنوم $ 1000 می‌باشد که هزینه‌ی پیش‌بینی شده توالی‌یابی ژنوم انسان را مشخص می‌کند. تا به امروز حجم مشابهی با روش‌های توالی‌یابی آرایه چرخه‌ای که خوشه‌‌های آرایه هر کدام شامل میلیون‌ها نسخه از یک توالی تکثیر شده PCR روی یک سطح به دست می‌آید و سپس صدها میلیون توالی به طور همزمان با استفاده از یکی از روش‌های توالی‌یابی شرح داده شده در بالا به جز سانگر به دست می‌آید. به علاوه مونتاژ کننده‌ها توسعه یافته‌اند که به طور موثر و با دقت کانتیگ‌ها‌ را با خواندن اطلاعات نوکلئوتیدهای کوتاه حدود 25 تا 200 نوکلئوتید می‌سازند. روش‌های مختلفی توالی‌یابی تک مولکول‌های DNA، مانند توالی‌یابی نانوحفره DNA در مراحل اولیه توسعه می‌باشند.
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سوالات مروری:
1. اگر سنتز کننده‌های DNA جدید شما دارای متوسط کارایی اتصال 98.5٪ باشند، عملکرد سنتز همپوشان مورد انتظار شما پس از سنتز کاوشگر 50 مری هیبریداسیون DNA چه میزان خواهد بود؟
2.  دو روش مختلف برای سنتز یک ژن kb 0.5 پیشنهاد کنید. مزایا و معایب هر دو روش را مورد بحث قرار دهید. 
3. لینکر چیست؟ چگونه استفاده می‌شود؟ 
4. اجزای اصلی PCR برای تکثیر یک توالی خاص DNA چه می‌باشند؟
5.  طرح کلی مراحل یک سیکل PCR را بیان کنید.
6.  مفهوم الگوهای بلند و کوتاه را بحث کنید و گسترش آن‌ها با افزایش تعداد سیکل‌ها در طول PCR را بررسی کنید.
7. در مورد چگونگی استفاده از PCR برای سنتز یک ژن بحث کنید.
8.  آغازگر چیست؟ نیازهای اساسی یک آغازگر موثر چیست؟ برخی از تکنیک‌های مورد نیاز در آغازگرها را توصیف کنید. 
9. دی دئوکسی نوکلئوتید چیست؟ چگونه از آن برای تعیین توالی یک مولکول DNA استفاده می‌شود؟
10.  چرا قبل از توالی‌یابی لازم است DNA تک رشته‌ای ساخته شود؟ 
11.  اتورادیوگراف مشتق شده از توالی‌یابی دی دئوکسی نوکلئوتید CCTGATCTTAGCCAT را رسم کنید. 
12.  طرح کلی ترکیبات اصلی پیروسکونسینگ را بیان کنید.
13.  نوکلئوتیدهای متصل شده پس از هر سیکل توالی‌یابی به وسیله سنتز با استفاده از خاتمه‌دهنده‌های برگشت‌پذیر زنجیره چگونه تشخیص داده می‌شوند؟ تفاوت آن با پیروسکونسینگ چیست؟ 
14.  چگونه توالی‌های کوتاه یک قطعه DNA با استفاده از الیگونوکلئوتیدها و DNA لیگاز تعیین می‌گردد؟
15. ویژگی‌های اصلی توالی‌یابی تفنگ ساچمه‌ای کل ژنوم را شرح دهید.
16.  مزایای توالی‌یابی با استفاده از آرایه چرخه‌ای در مقایسه با روش همسانه‌سازی تفنگ ساچمه‌ای برای توالی‌یابی در مقیاس زیاد چیست ؟ 
17.  توضیح دهید چگونه یک میلیون نسخه یکسان از مولکول DNA و یا بیشتر به یک تک مهره متصل می‌شود.

