12ο ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ.   Αλληλούχιση DNA
Ένα από τα σημαντικότερα επιτεύγματα της μοριακής βιολογίας είναι η αλληλούχιση γονιδιωμάτων διαφόρων οργανισμών, όπως του νηματώδη (Caenorhabditis elegans) του ανθρώπου (Homo sapiens), του φυτού αραβίδοψη (Arabidopsis thaliana),  της μύγας του ξυδιού (Drosophila melanogaster) και του κουνουπιού (Anopheles gambiae).  

Υπάρχουν δύο διαφορετικές μέθοδοι αλληλούχισης, οι οποίες μοιάζουν ως προς τα βασικά τους βήματα, που είναι η σήμανση του DNA που πρόκειται να αλληλουχιθεί (συνήθως με P32 ή S35 ή κάποια φθορίζουσα χρωστική), η πέψη ή ο πολλαπλασιασμός τμημάτων του DNA που πρόκειται να αλληλουχηθεί, ο διαχωρισμός τμημάτων DNA με ηλεκτροφόρηση, ικανή να ανιχνεύει διαφορές της τάξεως του ενός νουκλεοτιδίου  και η ανίχνευση των τμημάτων που παράγονται. Οι δύο μέθοδοι αλληλούχισης παρου​σιάσθηκαν σχεδόν ταυτόχρονα. Πρόκειται για την μέθοδο Maxam-Gilbert (χημική μέθο​δος) και την μέθοδο τερματισμού αλυσίδας (μέθοδος διδεοξυδίου / μέθοδος Sanger). 

Στη χημική μέθοδο, το DNA που πρόκειται να αλληλουχιθεί σημαίνεται στο 5’ άκρο του χρησιμοποιώντας P32, κατόπιν δημιουργούνται τμήματα χρησιμοποιώντας χημικά αντιδραστήρια που σπάνε το  DNA σε συγκεκριμένες βάσεις και τέλος αυτά τα τμήματα διαχωρίζονται και ανιχνεύονται με αυτοραδιογραφία. Τα χημικά αντιδραστήρια που συνήθως χρησιμοποιούνται στη χημική μέθοδο είναι το διμεθυλσουλφίδιο σε pH 8.0 αλλάζει την γουανίνη (G), το φορμικό πιπεριδίνης σε pH 2.0 που σπάει τους γλυκοζητικούς δεσμούς μεταξύ δεοξυριβόζης και των δύο πουρινών γουανίνης (G) και αδενίνης (A), η υδραζίνη  που ανοίγει τους πυριμιδινικούς δακτυλίους σε κυτοσίνες (C) και θυμίνες (T), η υδραζίνη παρουσία 1.5 M NaCl που αντιδρά μόνο με την (C) και το καυστικό νάτριο σε συγκέντρωση 1.2 N θερμοκρασία 90 oC που αποικοδομεί ισχυρά (A) και ίσως ασθενώς και (C). 

Η μέθοδος του διδεόξυνουκλεοτιδίου (ddNTP), η οποία βασίζεται στη χρήση DNA πολυμεράσης συνθέτει μία νέα DNA αλυσίδα από μία άλλη αλυσίδα που χρησιμοποιείται σαν εκμαγείο, και η οποία δεν μπορεί να αρχίσει από μόνη της τη σύνθεση, αφού χρειάζεται ένα μικρό δίκλονο κομμάτι εκκινητή, ενώ συνθέτει ΜΟΝΟ από την 5’ στην 3’ κατεύθυνση και για τη σύνθεση απαιτεί και τα τέσσερα dNTPs. Εκτός από τα dNTPs σε κάθε αντίδραση υπάρχουν και διδεόξυ νουκλεοτίδια (ddNTPs) από τα οποία λείπει  ένα 3’-OH με αποτέλεσμα να μην μπορεί να ενωθεί με άλλο νουκλεοτίδιο σε μία αντίδραση πολυμερισμού, ώστε τελικά κάθε αντίδραση πολυμερισμού να σταματάει με την ενσωμάτωση ενός διδεόξυ νουκλεοτιδίου (τερματισμός αλυσίδας). Η τελευταία μέθοδος (μέθοδος διδεοξυδίου) με κάποιες παραλλαγές εφαρμόζεται σήμερα σε ειδικά αυτόματα μηχανήματα που αποδίδουν πάνω από 1,000,000 bp την ημέρα!
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Χρωματογράφημα αλληλουχίας DNA. Διακρίνονται οι βάσεις A,T,C,G. Με το γράμμα N συμβολίζεται οποιαδήποτε βάση του DNA. 
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