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تکنولوژی DNA نوترکیب که همسانه‌سازی ژن یا همسانه‌سازی مولکولی نیز نامیده می‌شود یک اصطلاح کلی است که شامل تعدادی از پروتکل‌های آزمایشگاهی می‌باشد و منجر به انتقال اطلاعات ژنتیکی (DNA) از یک موجود به موجود دیگر می‌شود. هیچ روش‌ واحدی برای رسیدن به این هدف وجود ندارد. بهرحال آزمایش DNA نوترکیب اغلب دارای قالب زیر می‌باشد (شکل 1.3).

• DNA (DNA کلون شده، DNA الحاق شده، DNA هدف و یا DNA خارجی) از یک موجود دهنده استخراج شده، به صورت آنزیمی شکسته می‌شود (برش یا هضم) و به DNA موجود دیگری (ناقل همسانه‌سازی) برای تشکیل مولکول DNA نوترکیب (ترکیب DNA ملحق شده به داخل ناقل همسانه‌سازی یا ترکیب DNA) متصل می‌شود (ligate). 
• ترکیب DNA ملحق شده به داخل ناقل همسانه‌سازی به سلول میزبان منتقل شده و نگهداری می‌شود. معرفی DNA به داخل سلول میزبان باکتریایی ترانسفورماسیون نامیده می‌شود. 

• سلول‌های میزبانی که ترکیب DNA را دریافت کرده‌اند (سلول‌های ترانسفورم) شناسایی و انتخاب می‌شوند (مجزا می‌شود یا جداسازی می‌شود).

• در صورت نیاز ترکیب DNA می‌تواند به گونه‌ای ایجاد شود که محصول پروتئینی کد شده توسط توالی DNA کلون شده در سلول میزبان تولید گردد.

تکنولوژی DNA نوترکیب با استفاده از کشفیات زیست‌شناسی مولکولی، آنزیم‌شناسی اسید نوکلئیک و ژنتیک مولکولی ویروس‌های باکتریایی (باکتریوفاژها) و عناصر خارج کروموزومی DNA باکتریایی (پلاسمید) توسعه پیدا کرد. با این حال تکنولوژی DNA نوترکیب بدون حضور آنزیم‌های تشخیص‌دهنده توالی‌های خاص DNA دو رشته‌ای و شکافنده DNA در توالی‌های این دو رشته (آنزیم‌های برشی یا اندونوکلئازهای برشی) وجود نداشت. نوکلئازهایی که مولکول‌های اسید نوکلئیک را از درون برش می‌دهند اندونوکلئاز نام دارند و آن‌هایی که اسیدهای نوکلئیک را از انتها برش می‌دهند اگزونوکلئاز نام دارند.
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شکل 1.3 روش همسانه‌سازی DNA نوترکیب. DNA توسط یک آنزیم برشی از یک موجود جدا می‌شود و به داخل ناقل همسانه‌سازی الحاق می‌گردد. ترکیب DNA ملحق شده (هدف) به ناقل همسانه‌سازی به داخل سلول میزبان معرفی می‌گردد و سلول‌های حامل ترکیب، مشخص شده و رشد می‌کنند. در صورت نیاز ژن کلون شده می‌تواند در سلول میزبان بیان گردد (رونویسی و ترجمه شود) و پروتئین (پروتئین نوترکیب) برداشت شود.

اندونوکلئازهای برشی
برای همسانه‌سازی مولکولی منبع DNA شامل توالی هدف و نیز ناقل همسانه‌سازی باید توسط برش جدا شوند و مجدداً قطعاتی تولید گردد. تنها پس از کشف آنزیم‌های باکتریایی که مولکول‌های DNA را در توالی‌های خاصی برش می‌دهند همسانه‌سازی مولکولی امکان‌پذیر شد. این آنزیم‌ها رسماً آنزیم‌های برشی نوع II نامیده شدند. با وجود انواع دیگری از اندونوکلئازهای برشی (نوع I، نوع III و نوع IV)، اندونوکلئازهای برشی نوع II به عنوان اندونوکلئازهای برشی و یا آنزیم‌های برشی نامیده شدند. 
یکی از اولین اندونوکلئازهای برشی نوع II در باکتری Escherichia coli یافت شد که در ابتدا EcoRI نامیده می‌شد. اخیراً توصیه شده که نامگذاری ایتالیک برای آنزیم‌های برشی استفاده نشود. ما این توصیه را به کار بردیم. EcoRI یک پروتئین همودایمر است (از دو پروتئین یکسان ساخته شده است) که با یک توالی پالیندروم خاص (توالی تشخیص یا مکان اتصال) به یک ناحیه از DNA متصل می‌شود. به عبارت دیگر توالی‌های نوکلئوتیدی دو رشته در توالی تشخیص هنگامی که هر دو در یک جهت خوانده شوند به عنوان مثال ′5 به ′3 یکسان می‌باشد. توالی تشخیص EcoRI متشکل از 6 جفت باز (bp) می‌باشد که بین گوانین و آدنین در هر رشته برش ایجاد می‌شود (شکل 2.3). EcoRI به طور اختصاصی پیوند بین اکسیژن کربن '3 قند یک نوکلئوتید و گروه فسفات متصل به کربن '5 قند نوکلئوتید مجاور را می‌شکند. شکستگی متناوب متقارن DNA توسط EcoRI دو تک رشته با انتهای مکمل تولید می‌کند که هر کدام دارای امتداد 4 نوکلئوتیدی می‌باشند که انتهای چسبناک نامیده می‌شود. امتداد هر تک رشته با گروه '5 فسفات به پایان می‌رسد و گروه '3 هیدروکسیل رشته مخالف دارای فرورفتگی می‌باشد.
علاوه بر EcoRI بیش از 3700 اندونوکلئاز برشی نوع II با 250 توالی تشخیص متفاوت از انواع باکتری‌ها جداسازی شده است. روش نامگذاری برای این آنزیم‌ها مشابه EcoRI است. نام جنس با حرف بزرگ و دو حرف اول نام گونه‌ با حروف کوچک نوشته می‌شود. گاهی اوقات نام سویه نیز اضافه می‌شود مانند R در EcoRI و یا سروتیپ منبع باکتری مانند d در HindIII اشاره می‌شود. اعداد رومی برای تعیین ترتیب اندونوکلئازهای برشی مختلف از یک موجود استفاده می‌شوند. به عنوان مثال HpaI و HpaII اولین و دومین نوع آنزیم‌های برشی جدا شده از Haemophilus parainfluenzae می‌باشند.
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شکل 2.3 شکستگی متناوب متقارن یک قطعه کوتاه از DNA به وسیله اندونوکلئاز برشی نوع دوم EcoRI. فلش‌های بزرگ مکان‌های برش یافته در ستون DNA را نشان می‌دهند. S، قند دئوکسی‌ریبوز؛ P، گروه فسفات و OH، گروه هیدروکسیل می‌باشد. توالی تشخیص EcoRI توسط خط‌چین مشخص شده است.

بیشترآنزیم‌های برشی نوع II به توالی‌های پالیندروم متصل شده و مولکول DNA را در مکان‌های تشخیص برش می‌دهند. برخی از اندونوکلئازهای برشی DNA را هضم می‌کنند (می‌شکنند) و امتداد '5 فسفات (انتهای برآمده یا انتهای چسبناک) همراه با انتهای فرورفته '3 هیدروکسیل ایجاد می‌کنند. برخی امتدادهای '3 هیدروکسیل همراه با انتهای فرورفته '5 فسفات ایجاد می‌کنند. و برخی دیگر ستون‌های هر دو رشته را در توالی تشخیص برای تولید انتهای صاف مولکول DNA برش می‌دهند (شکل 3.3).

طول مکان‌های تشخیص برای آنزیم‌های مختلف می‌تواند چهار، پنج، شش، هشت جفت نوکلئوتید و یا بیشتر باشد (جدول 1.3). زیرا مکان‌های تشخیص به وفور در DNA اتفاق می‌افتند. در بسیاری از پروتکل‌های رایج همسانه‌سازی مولکولی از اندونوکلئازهای برشی که مکان‌های چهار و شش جفت نوکلئوتیدی را برش می‌دهند استفاده شده است. اهمیت اندونوکلئازهای برشی نوع II برای همسانه‌سازی ژن اغراق‌آمیز نیست.
هنگامی که یک نمونه DNA توسط یکی از این آنزیم‌ها تیمار شود همواره مجموعه یکسانی از قطعات تولید می‌شود که تصور می‌شود تمام مکان‌های تشخیص شکسته شده‌اند. به علاوه دسترسی آسان به انواع اندونوکلئازهای برشی در روش‌های همسانه‌سازی ژن تنوع ایجاد می‌کند.
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شکل 3.3 ایجاد شکستگی با انتهای صاف در قطعه کوتاهی از DNA توسط یک اندونوکلئاز برشی نوع II به نام HindII. فلش‌های بزرگ نشان‌دهنده ‌مکان‌های برش در ستون DNA می‌باشد. برای اختصار به شرح شکل 2.3 مراجعه کنید. توالی تشخیص HindII هایلایت شده است.

اندونوکلئازهای برشی نوع IIS زیر مجموعه‌ای از آنزیم‌های برشی نوع II را تشکیل می‌دهند و گاهی اوقات برای همسانه‌سازی و دیگر مطالعات مولکولی استفاده می‌شوند مانند توالی‌های polony چندتایی که در فصل 4 بحث خواهد شد. این آنزیم‌ها دارای ویژگی‌ برش DNA تعداد ثابتی نوکلئوتید دور از یک انتهای توالی تشخیص در هر دو رشته می‌باشند. علاوه بر این هر توالی خاص نوکلئوتیدی ممکن است بین توالی اتصال و مکان‌های برش وجود داشته باشد.
جدول 1.3 توالی‌ تشخیص برخی از آنزیم‌های برشی
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فلش‌ها مکان‌های برش را نشان می‌دهند. 

شکستگی برای بیشتر آنزیم‌های برشی نوع IIS از نوع متناوب است. به عنوان مثال اندونوکلئاز برشی FokI به GGATG CCTAC متصل می‌شود و 9 نوکلئوتید پایین دست رشته بالایی و 13 نوکلئوتید پایین دست رشته پایینی را برش می‌دهد و انتهای '3 هیدروکسیل فرورفته همراه با انتهای '5 فسفات با 4 نوکلئوتید اضافی تولید می‌نماید. نمایش توالی تشخیص و مکان‌های برش اندونوکلئاز برشی FokI این گونه است GGATGNNNNNNNNN CCTACNNNNNNNNNNNNN که N نشان‌دهنده A، C، G، یا T می‌باشد. با این کد تک حرفی بدیهی است که نوکلئوتید‌های (N) مقابل یکدیگر جفت می‌شوند. نماد ساده‌تر GGATG(N)9 CCTAC(N)13 و بسیار ساده‌تر GGATG(9/13) می‌باشد. مثال‌هایی از برخی انواع اندونوکلئازهای برشی نوع IIS در جدول 2.3 نشان داده شده است. لازم به ذکر است که چند نوع آنزیم برشی نوع IIS هم بالا دست و هم پایین دست مکان‌های تشخیص DNA را برش می‌دهند. در شرایط طبیعی باکتری‌ها از اندونوکلئازهای برشی برای شکستن DNA خارجی از جمله ویروس‌های آلوده کننده باکتری‌ها (باکتریوفاژها) استفاده می‌کنند و دارای سیستم‌های پیشرفته‌ای برای محافظت DNA خود از نابودی می‌باشند. در اکثر موارد متیلاسیون نوکلئوتید سیتوزین یک مکان اندونوکلئاز برشی در DNA میزبان مانع از فعالیت اندونوکلئاز برشی در این مکان‌ می‌شود اما مکان‌های متیله نشده DNA خارجی برای حمله آسیب‌پذیر می‌باشد. با شناسایی تعداد زیادی اندونوکلئاز برشی از باکتری‌‌های مختلف روابط جالبی مشاهده شده است. در برخی موارد پیوندهای فسفو دی استر متفاوتی در یک توالی تشخیص توسط اندونوکلئازهای برشی موجودات مختلف شکسته می‌شود. به عنوان مثال آنزیم‌های برشی XmaI و SmaI هر دو توالی GGGCCC  CCCGGGرا تشخیص می‌دهند اما XmaI با ایجاد شکستگی پس از اولین ′5 سیتوزین امتدادهای '5 فسفات تولید می‌کند در حالی که SmaI با ایجاد شکستگی بین GC CG (جفت باز میانی توالی تشخیص) تولید انتهای صاف می‌نماید. اولین اندونوکلئاز برشی کشف شده برای اتصال به یک توالی تشخیص خاص پروتوتایپ (prototype) نامیده می‌شود. اندونوکلئازهای برشی دیگری که به توالی یکسانی از پروتوتایپ حمله می‌کنند ایزوشیزومر (isoschizomer) نامیده می‌شوند. به عنوان مثال اندونوکلئازهای برشی XhoI و PaeR7I از موجودات مختلف هر دو توالی‌های تشخیص و مکان‌های برش یکسانی دارند. ایزوشیزومرهایی که مکان‌های متفاوتی را در یک توالی تشخیص برش می‌دهند نئوشیزومر نامیده می‌شوند (شکل 4.3). از سوی دیگر اندونوکلئازهای برشی مثل BamHI و Sau3AI که امتدادهای نوکلئوتیدی یکسانی تولید می‌کنند اما توالی‌های تشخیص متفاوتی دارند ایزوکادومر (isocaudomer) نامیده می‌شوند(جدول 1.3). 

جدول 2.3 مثال‌هایی از اندونوکلئازهای برشی نوع IIS
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توالی‌های تشخیص با مکان‌های پایین ‌دست شکستگی نشان داده شده است.  G،T ،N = A و یاC; R = A و یا G; Y = T و یا C. کد تک حرفی RYنشان‌دهنده جفت باز AT و یا GC و NN نشان‌دهنده AT ، T A، GC یا C G می‌باشد.
[image: image6.emf]
شکل 4.3 نئوشیزومرها. چهار آنزیم برشی به یک توالی تشخیص متصل می‌شوند و در مکان‌های متفاوتی برش ایجاد می‌کنند. اندونوکلئازهای برشی و مکان‌های برش (فلش‌ها) به رنگ‌های: KasI، قرمز؛ NarI، آبی؛ SfoI، سیاه؛ و BbeI، سبز می‌باشند. تعدادی از اندونوکلئازهای برشی دیگر مانند NdaI، Mly113I، MchI، BinSII، DinI، EgeI و EheI که به این توالی متصل شده و برش ایجاد می‌کنند نشان داده نشده است.

در برخی از موارد اندونوکلئاز برشی یک توالی را در صورتی که سیتوزین‌های توالی تشخیص متیله نشده‌ باشند برش خواهد داد در حالی که اندونوکلئاز برشی دیگری همان توالی را در صورتی که سیتوزین‌ها متیله شوند برش می‌دهد. به عنوان مثال HpaII فقط مکان‌های متیله نشده CCGG GGCC را برش می‌دهد وMspI  یک ایزوشیزومر HpaII می‌باشد که این توالی را با وجود متیله شدن سیتوزین برش می‌دهد. این جفت آنزیم‌های برشی اغلب برای تعیین وضعیت متیله شدن DNA ژنومی استفاده می‌شوند. در صورتی که یک مولکول DNA توسط HpaII بریده نشود اما به وسیله MspI بریده ‌شود بنابراین توالی تشخیص متیله شده است. اگر هر دو اندونوکلئاز برشی مولکول DNA را برش دهند بنابراین مکان (مکان‌ها) متیله نشده است.
نقشه‌های فیزیکی تعیین کننده موقعیت نسبی مکان اندونوکلئازهای برشی در یک قطعه خاص DNA توسط تیمار مولکول DNA با هر یک از اندونوکلئازهای برشی مختلف و سپس با ترکیبی از همان اندونوکلئازهای برشی ساخته می‌شود. موقعیت مکان‌های برش را می‌توان با تجزیه و تحلیل اندازه قطعات استنباط نمود. این امر به وسیله الکتروفورز ژل آگارز میسر می‌شود (باکس 1.3)
	باکس 1.3

	الکتروفورز ژل
الکتروفورز ژل روشی است که معمولاً برای تفکیک پروتئین‌ها و یا اسیدهای نوکلئیک مورد استفاده قرار می‌گیرد. به طور کلی نمونه‌ای از یک نوع ماکرو مولکول خاص (پروتئین،DNA  و یاRNA ) در یک چاهک نزدیک انتهای ماتریس ژل (ژل) قرار داده می‌شود. ترکیب یک ژل الکتروفورز شبکه نیمه جامدی از رشته‌های خطی به هم پیوسته می‌باشد. ژل به شکل یک ورقه نازک با تعدادی چاهک‌ برای نمونه در می‌آید. پس از بارگذاری نمونه‌ در چاهک‌های یک ژل یک میدان الکتریکی سرتاسر ژل اعمال می‌شود و ماکرومولکول‌های بار شده دارای اندازه یکسان با یکدیگر در جهت آند به صورت باندهای نامرئی مجزا از طریق ژل حرکت می‌کنند. فاصله‌ای که یک باند داخل ژل حرکت می‌کند به جرم ماکرومولکول‌ها و اندازه سوراخ‌های (اندازه منافذ) ژل بستگی دارد. ماکرومولکول‌های کوچک‌تر جلوتر از بزرگترها حرکت می‌‌کنند. پیشرفت الکتروفورز ژل با مشاهده انتقال یک رنگ قابل مشاهده (رنگ ردیاب) از طریق ژل ردیابی می‌شود. رنگ ردیاب ترکیبی با وزن مولکولی کم می‌باشد که در شروع ران کردن ژل به هر نمونه داخل چاهک‌ها اضافه می‌شود. وقتی که رنگ ردیاب به انتهای ژل رسید ران کردن متوقف می‌شود. باندهایی که در مسیر زیر هر چاهک ردیف می‌شوند به وسیله رنگ‌آمیزی ژل با رنگی مخصوص برای پروتئین، DNA و RNA تجسم پیدا می‌کنند. هنگامی که متریال کافی در یک باند برای اتصال به رنگ جهت ایجاد باند قابل مشاهده وجود داشته باشد و هنگامی که ماکرومولکول‌های منفرد یک نمونه دارای اندازه‌های متفاوت و واضح باشند باندهای مجزایی مشاهده می‌شود. در غیر این صورت باندی آشکار نمی‌شود. اگر مقدار متریال کم باشد و یا هیچ تفاوتی بین اندازه ماکرومولکول‌ها در یک نمونه وجود نداشته باشد یک اسمیر از مواد رنگی مشاهده می‌شود. شدت رنگ‌آمیزی یک باند نشان‌دهنده فراوانی رخداد ماکرومولکول در یک نمونه می‌باشد. جرم مولکولی (وزن مولکولی) ماکرومولکول‌های تفکیک شده ژل (باند) با توجه به یک منحنی استاندارد تعیین می‌شود. این منحنی بر اساس جرم مولکولی مجموعه‌ای از ماکرومولکول‌های شناخته شده (سایز مارکر) می‌باشد که دامنه تفکیک سیستم ژل را پوشش می‌دهد و در یک یا دو مسیر خارج (مسیرهای کالیبراتور) از مسیرهای نمونه ژل ران می‌شود. لگاریتم جرم مولکولی یک سایز مارکر به تحرک نسبی (Rƒ) آن در ژل بستگی دارد. ارزش Rƒ به عنوان فاصله حرکت یک باند تقسیم بر فاصله حرکت رنگ ردیاب (تظاهر یون) تعریف می‌شود. رابطه بین لگاریتم جرم مولکولی هر سایز مارکر و ارزش Rƒ آن ترسیم شده است. بنابراین با این منحنی استاندارد جرم مولکولی برای هر باند در یک مسیر محاسبه می‌شود. واحد جرم مولکولی برای پروتئین‌ها و اسیدهای نوکلئیک دو رشته‌ای و تک رشته‌ای به ترتیب دالتون، جفت باز و باز می‌باشد. در یک ژل سایز مارکرها به عنوان نمونه محسوب می‌شوند زیرا وسعت حرکت ماکرومولکول‌ (ماکرومولکول‌‌ها) در یک الکتروفورز با الکتروفورز دیگر متفاوت است. 
پلی آکریل آمید سیستم ژلی ارجح برای تفکیک پروتئین می‌باشد. پلیمریزاسیون مشترک آکریل آمید مونومریک و اتصال متقاطع بیس آکریل آمید شبکه‌ای متقاطع و متصل از رشته‌های خطی پلی آکریل آمید تشکیل می‌دهد. اندازه منافذ ژل پلی آکریل آمید به وسیله غلظت آکریل آمید و نسبت آکریل آمید به بیس آکریل آمید تعیین می‌شود. در بسیاری از کاربردها نمونه پروتئینی قبل از الکتروفورز با ماده شوینده آنیونی سدیم دودسیل سولفات (SDS) تیمار می‌شود.  SDSبه پروتئین‌ها متصل می‌شود و اکثر پروتئین‌های چند زنجیره‌ای را تجزیه می‌کند. هر زنجیره پروتئینی پوشیده با SDS دارای نسبت بار به جرم مشابه می‌باشد. در نتیجه در طول الکتروفورز تفکیک SDS-زنجیره‌های پروتئینی در درجه اول بر اساس اندازه می‌باشد و اثر ترکیب حذف می‌شود. الکتروفورز ژل SDS-پلی آکریل آمید با ژل 10٪ پلی آکریل آمید پروتئین‌های 20 تا 200 کیلو دالتون (kDa) را تفکیک می‌کند. آگارز که یک پلی‌ساکارید از جلبک دریایی می‌باشد به طور معمول به عنوان ماتریس ژل برای تفکیک الکتروفورتیک مولکول‌های اسید نوکلئیک با اندازه متوسط استفاده می‌شود. ژل آگارز 1٪ می‌تواند زنجیره‌های DNA دو رشته‌ای با دامنه 600 تا 10000 جفت باز را تفکیک کند. سیستم‌های تخصصی الکتروفورز ژل آگارز برای تجزیه مولکول‌های DNA با میلیون‌ها جفت باز موجود است که DNA و RNA را تجزیه می‌کند. برای اهداف خاص ژل‌ پلی اکریل آمید برای تفکیک مولکول‌های DNA استفاده می‌شود. برای مثال رشته‌های DNA به کوچکی 6 باز که در یک نوکلئوتید با یکدیگر تفاوت دارند می‌توانند با ژل پلی آکریل آمید 20٪ تفکیک شوند.


اندازه قطعات تولید شده به وسیله هضم‌های مختلف در شکل 5.3الف نشان داده شده است. می‌توان استنباط کرد که این قطعه خطی DNA دارای دو مکان BamHI و دو مکان EcoRI در یک جهت معین می‌باشد که تعداد مشخصی جفت باز این مکان‌ها را جدا کرده است. اندازه قطعات تولید شده در هر هضم تکی می‌تواند با هضم‌های دوگانه برای تعیین مکان اندونوکلئازهای برشی و برای تهیه نقشه مکان اندونوکلئازهای برشی (نقشه اندونوکلئاز برشی) مقایسه شود. مثال نشان داده شده در شکل 5.3 به شرح زیر تجزیه و تحلیل می‌شود. از آنجا که هر هضم تکی تولید سه قطعه از یک مولکول DNA خطی می‌کند بنابراین قطعه اصلی DNA باید دارای دو مکان برای هر اندونوکلئاز برشی باشد.

قطعه 3000 جفت بازی که به وسیله هضم تکی EcoRI تولید شده است پس از هضم دوگانه سالم باقی مانده در حالی که قطعات EcoRI 8500 و 5000 جفت بازی شکسته می‌شوند. بنابراین دو مکان EcoRI 3000 جفت باز از یکدیگر فاصله دارند بدون آنکه مکان BamHI بین آن‌ها قرار داشته باشد. یک مکان BamHI در هر یک از قطعات EcoRI 8500 و 5000 جفت بازی وجود دارد. قطعه 9500 جفت بازی که به وسیله هضم تکی BamHI تولید شده در هضم دوگانه توسط EcoRI برش می‌خورد و سه قطعه تولید می‌کند (2500 + 3000 + 4000 = 9500 جفت باز). بنابراین موقعیت دو مکان BamHI 2500 و 4000 جفت باز دو طرف مکان‌های EcoRI واقع شده است. هضم با BamHI قطعات 8500 جفت بازی EcoRI را به دو قطعه 2500 و 6000 جفت بازی برش می‌دهد. یکی از مکان‌های EcoRI 2500 جفت باز از مکان BamHI فاصله دارد به طوری که ناحیه 6000 جفت بازی باید در یکی از دو انتهای مولکول اصلی قرار داشته باشد. با همین استدلال ما مشاهده کردیم که هضم با BamHI قطعه EcoRI 5000 جفت بازی را به دو قطعه 1000 و 4000 جفت بازی برش می‌دهد. یکی از مکان‌های EcoRI 4000 جفت باز با مکان BamHI فاصله دارد بنابراین ناحیه 1000 جفت بازی باید در انتهای دیگر مولکول اصلی قرار داشته باشد. در نهایت نقشه (شکل 5.3ب) مکان‌های اختصاص داده شده به اندونوکلئازهای برشی با طول قطعات مشاهده شده در واکنش هضم سازگار است.
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شکل 5.3 تهیه نقشه مکان اندونوکئازهای برشی. (الف) هضم توسط اندونوکلئازهای برشی و تفکیک الکتروفورتیک قطعات. یک قطعه خطی DNA خالص با EcoRI و BamHI به طور جداگانه (هضم تکی) و سپس با هر دو آنزیم (هضم دوگانه) برش داده می‌شود. خطوط افقی شکل شماتیک مکان‌ قطعات DNA (باندها) را تحت شرایط هضم پس از الکتروفورز و رنگ‌آمیزی DNA با اتیدیوم بروماید در ژل نشان می‌دهد. اعداد نشان‌دهنده طول فرآورده‌های هضم (قطعات) به صورت جفت باز می‌باشند. (ب) نقشه اندونوکلئازهای برشی به دست آمده از هضم و تفکیک الکتروفورتیک که در قسمت الف نشان داده شده است.

جدول 3.3 اندازه قطعات DNA (کیلو جفت باز) یک پلاسمید پس از هضم تکی و هضم دوگانه توسط اندونوکلئازهای برشی. 
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فرآیند تنظیم نقشه اندونوکلئاز برشی برای DNA حلقوی همانند DNA خطی است با این تفاوت که هر برش تنها یک قطعه تولید می‌کند. به عبارت دیگر هنگامی که سه مکان برش می‌خورد سه قطعه تولید می‌شود و غیره. با اطلاعات جدول 3.3 نقشه اندونوکلئاز برشی یک پلاسمید حلقوی به شرح زیر استنباط می‌شود. منبع DNA یک حلقه 12 کیلو جفت بازی با یک مکان EcoRI، BamHI، HindIII و سه مکان HaeII می‌باشد. هضم تکی با EcoRI، BamHI یا HindIII یک قطعه 12 کیلو جفت بازی تولید می‌کند در حالی که هضم با HaeII سه قطعه تولید می‌کند. نتایج حاصل از هضم دوگانه EcoRI و HaeII نشان می‌دهد که مکان EcoRI داخل قطعه 6 کیلو جفت بازی HaeII واقع شده است. زیرا قطعات 2 و 4 کیلو جفت بازی HaeII سالم باقی می‌ماند و مجموع دو قطعه جدید (1+5 کیلو جفت باز) 6 کیلو جفت باز می‌باشد. بر اساس هضم دوگانه BamHI و HaeII مکان BamHI داخل ناحیه 2 کیلو جفت بازی HaeII واقع شده است. هضم دوگانه BamHI و EcoRI این مکان‌ها را 1.5 کیلو جفت باز از یکدیگر مجزا می‌کند. در نتیجه قطعات 2 و 6 کیلو جفت بازی HaeII مجاور یکدیگر قرار دارند. داده‌ها موقعیت دیگری را برای مکان‌های BamHI و EcoRI تایید نمی‌کنند. ترتیب قطعات HaeII پیرامون مولکول حلقوی 6 کیلو جفت باز-4 کیلو جفت باز-2 کیلو جفت باز می‌باشد. استدلالی مشابه مکان  HindIIIرا درون قطعه 4 کیلو جفت بازی HaeII تعیین می‌کند و نتایج حاصل از هضم دوگانه BamHI و HindIII و یا EcoRI و HindIII نقشه اندونوکلئاز برشی را تکمیل می‌کند (شکل 6.3).
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شکل 6.3 نقشه اندونوکلئاز برشی برای فرآورده‌های هضم موجود در جدول 3.3.DNA  حلقوی دارای 12000 جفت باز (12 کیلو باز) می‌باشد. به وسیله یکی از مکان‌های HaeII که به طور قراردادی در موقعیت 0 یا 12 کیلو جفت باز قرار گرفته است مکان‌های دیگر موجود در نقشه مشخص می‌شود. موقعیت نوکلئوتیدی مکان‌ها داخل پرانتز قرار دارد.

در برخی آزمایش‌های نقشه‌یابی آنزیم‌های برشی مجموع قطعات چند هضم کمتر از طول کل DNA اولیه می‌باشد. زیرا موقعیت اتفاقی برخی از مکان‌ها قطعاتی با اندازه یکسان تولید می‌کند. تحت این شرایط دو قطعه مختلف با طول یکسان که به مکان یکسانی در یک ژل می‌روند پس از الکتروفورز با شدت بیشتری نسبت به باند دارای یک نوع قطعه رنگ می‌شوند. این تفاوت در شدت رنگ نشان‌دهنده تولید قطعات تصادفی به وسیله هضم اندونوکلئاز برشی می‌باشد. به طور کلی برای ترکیب نقشه‌های اندونوکلئاز برشی مولکول‌های بزرگ DNA با چندین هضم دوگانه و تکی از برنامه‌های کامپیوتری استفاده می‌شود. همچنین برای مولکول‌های بسیار بزرگ DNA سیستم‌های الکتروفورز اختصاصی برای جدا کردن تعداد زیاد فرآورده‌های هضم اندونوکلئازهای برشی استفاده می‌شود. نشاندار کردن قطعات DNA در انتهای '5 با یک ترکیب رادیواکتیو یا رنگ فلورسنت وضوح قطعات را برای نقشه‌یابی اندونوکلئازهای برشی افزایش می‌دهد و طول قطعات پس از تفکیک الکتروفورتیک به ترتیب با اتورادیوگرافی یا فلوروگرافی تعیین می‌شود. روش عمومی برای نشاندار کردن انتهای '5 مستلزم دفسفریلاسیون انتهای '5 مولکول DNA خطی به وسیله آلکالین فسفاتاز روده گوساله و افزودن γ-فسفات نشاندار شده از آدنوزین تری فسفات (ATP) به انتهای '5 OH توسط  T4پلی نوکلئوتید کیناز می‌باشد. قطعات DNA نشاندار شده قبل از الکتروفورز ژل به وسیله ستون کروماتوگرافی از قطعات نشاندار نشده‌ جدا می‌شوند. تکنولوژی DNA نوترکیب نیازمند آنزیم‌های مختلف با فعالیت‌های متفاوت می‌باشد که برخی از آن‌ها در جدول 4.3 ذکر شده است.

جدول 4.3 برخی از آنزیم‌های مورد استفاده در تکنولوژی DNA نوترکیب
	آنزیم
	فعالیت

	آلکالین فسفاتاز

	حذف گروه‌های ′5 فسفات مولکول‌های DNA؛ آلکالین فسفاتاز باکتریایی نسبت به آلکالین فسفاتاز روده گوساله با ثبات‌تر است اما فعالیت کمتری دارد.

	DNase I
	تجزیه DNA دو رشته‌ای به وسیله هیدرولیز پیوندهای فسفو دی استر درونی

	اگزونوکلئاز III E. coli
	حذف پی در پی نوکلئوتیدها از انتهای ′3 OH مولکول‌های DNA به جز برآمدگی ′3 

OH انتهایی

	قطعه کلینو

	محصول پروتئولیتیک DNA پلی‌مراز I E. coli می‌باشد که دارای دو فعالیت پلی‌مراز و '3 اگزونوکلئاز می‌باشد اما فاقد فعالیت '5 اگزونوکلئاز است زیرا تجزیه فرآورده‌های هضم موجب حذف قطعه دارای فعالیت '5 اگزونوکلئاز شده است؛ قطعه کلینو دارای فقط فعالیت DNA پلی‌مرازی نیز به علت جهش در توالی '3 اگزونوکلئاز ایجاد شده است

	نوکلئاز ماش
	اندونوکلئاز DNA تک رشته‌ای و RNA

	نوکلئاز BAL 31
	تجزیه کننده دو انتهای '3 و '5 DNA بدون ایجاد شکست درونی

	پلی (A) پلی‌مراز
	افزودن AMP از ATP به انتهای '3 mRNA

	رونوشت بردار معکوس
	DNA پلی‌مراز وابسته به RNA رتروویروس

	RNase H
	تجزیه رشته RNA در یک مولکول هیبرید DNA-RNA

	S1 نوکلئاز
	تجزیه DNA تک رشته‌

	T4 پلی نوکلئوتید کیناز
	انتقال فسفات انتهایی (γ) از یک نوکلئوزید '5 تری فسفات به گروه '5 هیدروکسیل یک پلی نوکلئوتید

	T4 DNA پلی‌مراز
	فعالیت DNA پلی‌مرازی و '3 اگزونوکلئازی

	DNA T7 پلی‌مراز
	فعالیت DNA پلی‌مرازی و '3 اگزونوکلئازی

	DNA Taq پلی‌مراز
	DNA پلی‌مراز مقاوم به حرارت از Thermus aquaticus

	بتا-آگاراز I
	هضم آگارز؛ برای بازیابی مولکول‌های DNA جدا شده از ژل‌های آگارز استفاده می‌شود


اندونوکلئازهای برشی در همسانه‌سازی مولکولی برای الحاق DNA هدف به داخل ناقل همسانه‌سازی مهم هستند. هنگامی که دو نمونه DNA مختلف با یک اندونوکلئاز برشی که برش متناوب ایجاد می‌کند هضم ‌گردد امتدادهای یکسان ′5 یا ′3 و به عبارتی انتهای چسبناک تولید می‌کند. با مخلوط کردن دو نمونه و در نتیجه جفت شدن بازها بین نواحی اضافی (برآمدگی‌) ترکیبات جدید DNA تشکیل می‌شود (شکل 7.3). 
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شکل 7.3 اتصال امتدادهای مکمل بعد از برش متناوب با یک اندونوکلئاز برشی نوع II. دو قطعه مختلف DNA بعد از برش با اندونوکلئاز برشی BamHI مخلوط شده و متصل می‌گردند که در اینجا تمام ترکیبات متصل شده نشان داده نشده است. چهار قطعه تولید شده به وسیله هضم BamHI می‌تواند برای تشکیل شش مولکول مختلف DNA به یکدیگر متصل شوند. شکستن یک پیوند فسفو دی استر در یکی از رشته‌های DNA دو رشته‌ای شکاف (nick) نامیده می‌شود. پیوندهای هیدروژنی چهار جفت باز موجود بین شکاف‌های رشته‌های مقابل برای نگهداری طولانی مدت مولکول‌های DNA در کنار یکدیگر به اندازه کافی قوی نیست. 

بهرحال آنزیم‌های برشی به تنهایی برای همسانه‌سازی مولکولی کافی نیست. اولاً هنگامی که انتهای اضافی تولید شده به وسیله آنزیم برشی (به عنوان مثال BamHI) در یک ردیف قرار می‌گیرند پیوندهای هیدروژنی بین چهار جفت باز برای نگه داشتن دو مولکول DNA در کنار یکدیگر به اندازه کافی قوی نیست. به این معنی که تشکیل مجدد پیوند بین نوکلئوتیدی بین گروه '3 هیدروکسیل و '5 فسفات در محل شکستگی پیوند (شکاف) لازم است. این مشکل با استفاده از آنزیم DNA لیگاز به دست آمده از باکتریوفاژ T4 حل شده است. این آنزیم تشکیل پیوندهای فسفو دی استری انتهای رشته‌های DNA که توسط جفت شدن بازهای دو امتداد در کنار یکدیگر نگه داشته شده‌اند را کاتالیز می‌کند.  DNAلیگاز همچنین انتهای صافی را که به یکدیگر برخورد می‌کنند در صورت اتصال هر دو به آنزیم به یکدیگر متصل می‌کند (شکل 8.3). 
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شکل 8.3 نحوه عمل DNA T4 لیگاز. آنزیمT4  DNA لیگاز پیوندهای فسفو دی استری را با متصل کردن گروه‌های '5 فسفات و '3 هیدروکسیل شکاف‌های موجود در ستون DNA دو رشته‌ای تشکیل می‌دهد. (الف) اتصال DNA دارای انتهای چسبناک. (ب) اتصال DNA دارای انتهای صاف.
شرایط واکنش برای اتصال DNA به این بستگی دارد که آیا مولکول DNA دارای انتهای صاف یا چسبنده است. برای انتهای چسبناک واکنش در دماهای پایین و به مدت طولانی انجام می‌شود برای اینکه از جفت ماندن بازهای امتدادها اطمینان حاصل شود. اتصال انتهای صاف نیازمند 10 تا 100 برابر زمان بیشتری برای DNA T4 لیگاز نسبت به اتصال مولکول‌های DNA با انتهای چسبناک می‌باشد و در دمای اتاق انجام می‌شود زیرا استحکام جفت بازها مورد نیاز نیست.

ثانیاً توانایی اتصال مولکول‌های DNA متفاوت به خودی خود مفید نیست مگر اینکه ترکیب DNA جدید (به عنوان مثال DNA نوترکیب) بتواند در سلول میزبان دائمی شود. بنابراین سازه متصل شده باید حاوی اطلاعات بیولوژیکی برای نگهداری در سلول باشد که نیازمند تهیه ناقل‌های همسانه‌سازی برای غلبه بر این مشکل می‌باشد.

ثالثاً هضم منبع DNA حاوی ژن مورد نظر با یک اندونوکلئاز برشی مخلوطی از مولکول‌های DNA تولید می‌کند و پس از اتصال با ناقل همسانه‌سازی تعدادی سازه متفاوت از DNA تشکیل می‌شود. در نتیجه باید راهی برای شناسایی ترکیب DNA حاوی توالی هدف در یک سلول میزبان وجود داشته باشد. روش‌های غربالگری برای تشخیص سلول‌های میزبان دارای سازه DNA مورد نظر-ناقل همسانه‌سازی ابداع شده است.

ناقل‌های پلاسمیدی همسانه‌سازی
پلاسمیدها مولکول‌های DNA حلقوی دو رشته‌ای و خود همانندساز می‌باشند که در باکتری‌ها به عنوان عناصر مستقل خارج کروموزومی باقی می‌مانند. تقریباً همه‌ی جنس‌های باکتریایی دارای پلاسمید طبیعی می‌باشند. برخی پلاسمیدها حامل اطلاعاتی برای انتقال خود از سلولی به سلول دیگر می‌باشند (به عنوان مثال پلاسمیدهای F). برخی مقاومت به آنتی‌بیوتیک‌ها را کد می‌کنند (پلاسمیدهای R). برخی حامل مجموعه‌ای از ژن‌های خاص برای استفاده از متابولیت‌های غیرمعمول می‌باشند (پلاسمیدهای مخرب) و برخی از آن‌ها هیچ ژن کاربردی آشکاری را کد نمی‌کنند (پلاسمیدهای مرموز). گرچه پلاسمیدها به طور معمول برای زنده ماندن سلول باکتری در شرایط آزمایشگاهی ضروری نیستند اما اغلب حامل ژن‌هایی هستند که در شرایط خاص سودمند می‌باشند. اندازه پلاسمیدها می‌تواند کمتر از 1 کیلو باز تا بیش از 500 کیلو باز باشد. هر پلاسمید دارای یک توالی است که به عنوان مبدا همانندسازی DNA عمل می‌کند و بدون آن تکثیر در سلول میزبان رخ نمی‌دهد. برخی از پلاسمیدها در هر سلول میزبان دارای 10 تا 100 نسخه می‌باشند که پلاسمیدهای با تعداد کپی بالا (high-copy-number) نامیده می‌شوند. بقیه دارای 1 تا 4 نسخه در هر سلول می‌باشند و پلاسمیدهای با تعداد کپی کم نامیده (low-copy-number) می‌شوند. جمعیت پلاسمیدها در یک باکتری به ندرت بیش از 0.1 تا 5 درصد کل DNA را تشکیل می‌دهد. هنگامی که دو یا چند پلاسمید مختلف نتوانند با هم در یک سلول میزبان وجود داشته باشند گفته می‌شود آن‌ها متعلق به یک گروه ناسازگار هستند. اما پلاسمیدهای گروه‌های ناسازگار متفاوت می‌توانند با هم در یک سلول باقی بمانند. این همزیستی مستقل از تعداد نسخه هر پلاسمید می‌باشد. برخی از موجودات با 8 تا 10 پلاسمید متفاوت یافت شده‌اند. در این موجودات هر پلاسمید وظیفه متفاوتی را انجام می‌دهد و تعداد نسخه منحصر به خود را دارد. همچنین هر یک از این پلاسمیدها متعلق به گروه ناسازگار متفاوتی است. از آنجا که مبدا همانندسازی برخی پلاسمیدها اختصاصی است آن‌ها می‌توانند فقط در یک گونه از سلول میزبان تکثیر شوند. پلاسمیدهای دیگر که مبدا همانندسازی آن‌ها خیلی اختصاصی نیست می‌توانند در تعدادی از گونه‌های باکتریایی تکثیر شوند. این پلاسمیدها به ترتیب پلاسمیدهای با دامنه میزبانی کم و دامنه میزبانی وسیع نامیده می‌شوند. پلاسمید به عنوان یک عنصر ژنتیکی خود همانندساز مستقل دارای ویژگی‌های اساسی است که می‌تواند ناقل حمل DNA کلون شده باشد. بهرحال پلاسمیدها به طور طبیعی (اصلاح نشده و یا مهندسی نشده) اغلب فاقد چندین ویژگی مهم می‌باشند که برای یک ناقل همسانه‌سازی با کیفیت بالا لازم است. ویژگی‌های مهم عبارتند از: (1) انتخاب توالی‌ تشخیص منحصر به فرد (تک) اندونوکلئاز برشی برای کلون DNA مورد نظر (2) یک یا تعداد بیشتری نشانگر ژنتیکی قابل انتخاب برای شناسایی سلول‌های دریافت کننده سازه DNA الحاق شده-ناقل همسانه‌سازی. به عبارت دیگر ناقل پلاسمیدی همسانه‌سازی باید به لحاظ ژنتیکی مهندسی شود.

ناقل پلاسمیدی همسانه‌سازی pBR322
در دهه 1980 ناقل پلاسمیدی همسانه‌سازی pBR322 ناقلی بود که به خوبی مطالعه شده بود و به صورت عمومی استفاده می‌شد. به طور کلی ناقل‌های پلاسمیدی همسانه‌سازی توسط یک حرف کوچک  p نامگذاری می‌شوند که نشان‌دهنده پلاسمید می‌باشد. و برخی مخفف‌ها که ممکن است توصیفی باشند یا به عنوان مثال در مورد pBR322 حکایتی باشند. "BR" از pBR322 مشخص کننده کار دو محقق اف. بولیوار و آر. رودریگز است که پلاسمید را ایجاد کرد‌ند و 322 عدد تخصیص یافته‌ای است که به این محققان مرتبط است. پلاسمید pBR322 شامل 4361 جفت باز می‌باشد. همانطور که در شکل 9.3 نشان داده شده است pBR322 دو ژن مقاومت به آنتی‌بیوتیک را حمل می‌کند. یکی مقاومت به آمپی‌سیلین (Ampr) و دیگری مقاومت به تتراسایکلین (Tetr) ایجاد می‌کند. این پلاسمید همچنین دارای توالی‌های تشخیص BamHI، HindIII و SalI در ژن Tetr می‌باشد. همچنین یک مکان PstI در ژن Ampr و یک مکان EcoRI داخل توالی غیر کد کننده‌ DNA وجود دارد. مبدا همانندسازی DNA تنها در E. coli فعالیت می‌کند و تعداد زیادی نسخه در E. coli ایجاد می‌کند. همچنین نمی‌توان به آسانی آن را به باکتری دیگری انتقال داد. 
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شکل 9.3 پلاسمید pBR322. الف) نقشه ژنتیکی ناقل پلاسمیدی همسانه‌سازی pBR322. توالی‌های تشخیص ‌منحصر به فرد HindIII، SalI، BamHI و PstI در ژن‌های Ampr و Tetr واقع شده‌اند. فقط مکان منحصر به فرد EcoRI خارج از ژن Tetr قرار دارد. مبدا همانندسازی در باکتری E. coli عمل می‌کند. توالی کاملDNA pBR322 شامل 4361 جفت باز می‌باشد. ب) میکروگراف الکترونی پلاسمید pBR322. بزرگنمایی × 100000. منبع: .K. G. Murti. © Visuals Unlimited

چگونه pBR322 به عنوان ناقل همسانه‌سازی عمل می‌کند؟ مولکول‌های حلقوی pBR322 استخراج شده، با یک آنزیم برشی که جایگاه آن داخل یکی از ژن‌های مقاومت به آنتی‌بیوتیک قرار دارد برش می‌خورد. و DNA پلاسمید تنها یک بار برای ایجاد مولکول‌های DNA خطی با انتهای چسبناک شکسته می‌شود. این مولکول‌های خطی با DNA هدف تهیه شده از یک موجود، ترکیب می‌شوند. از آنجا که DNA هدف نیز با همان آنزیم برش می‌خورد دارای انتهای چسبناکی همانند DNA پلاسمید می‌باشد. سپس مخلوط DNA در حضور ATP با T4 DNA لیگاز تیمار می‌شود. در این شرایط تعدادی ترکیب متفاوت از جمله DNA پلاسمید حلقوی اصلی تولید می‌شود. برای کاهش میزان این محصول ناخواسته، DNA پلاسمیدی برش یافته به وسیله آنزیم آلکالین فسفاتاز برای حذف گروه‌های '5 فسفات از DNA پلاسمید خطی تیمار می‌شود. در نتیجه T4 DNA لیگاز نمی‌تواند به انتهای دفسفریله شده DNA پلاسمید خطی متصل شود (شکل 10.3).
[image: image13.jpg]HO
HO

L3, DNA

les ST L s

<sas DNA

by oS sl

o S s

Ol sl 5

Ol sk




شکل 10.3 همسانه‌سازی DNA خارجی داخل ناقل پلاسمیدی. پس از آنکه DNA پلاسمیدی توسط اندونوکلئاز برشی شکست و با آلکالین فسفاتاز تیمار شد به DNA هدف هضم شده توسط اندونوکلئاز برشی متصل می‌گردد و از چهار شکاف دو شکاف پر می‌شود. این ترکیب مولکولی پایدار است و دو مولکول DNA توسط پیوند کووالانسی به یکدیگر متصل شده‌اند. پس از معرفی به داخل سلول میزبان چرخه‌های متوالی همانندسازی، مولکول‌های جدید DNA کاملاً حلقوی و بدون شکاف تولید می‌نماید.

دو پیوند فسفو دی استری تشکیل شده توسط T4 DNA لیگاز پس از الحاق (لایگیشن) و حلقوی شدن DNA پلاسمیدی (تیمار شده با آنزیم آلکالین فسفاتاز) و DNA هضم شده توسط اندونوکلئاز برشی (که گروه‌های فسفات را فراهم می‌کند) برای نگهداری دو مولکول در کنار یکدیگر با وجود حضور دو شکاف کافی است (شکل 10.3). پس از ترانسفورماسیون این شکاف‌ها توسط سیستم DNA لیگاز سلول میزبان بسته می‌شوند. قطعات هضم شده DNA منبع نیز توسط T4 DNA لیگاز به یکدیگر متصل می‌شوند. بهرحال این محصولات ناخواسته دارای مبدا همانندسازی نیستند و در نتیجه نمی‌توانند در سلول میزبان معرفی شده و همانندسازی نمایند.

	رویداد مهم

	تولید انتهای چسبناک در اثر شکست DNA توسط اندونوکلئاز برشی RI 

J. E. Mertz and R. W. Davis Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:3370–3374, 1972
تکنولوژی DNA نوترکیب نیازمند یک ناقل برای حمل DNA کلون شده، اتصال خاص ناقل و موکول‌های DNA کلون شده (الحاق شده) برای تشکیل سازه DNA الحاق شده-ناقل، معرفی سازه DNA الحاق شده-ناقل به داخل سلول میزبان، و شناسایی سلول‌های میزبان دریافت کننده DNA کلون شده می‌باشد. بدون اندونوکلئازهای برشی نوع II روال تکنولوژی DNA نوترکیب ناممکن بود. این آنزیم‌ها پیشرفت ناقل‌ها را تسهیل کردند (به عنوان مثال مراجعه کنید به Bolivar et al., Gene 2:95–113, 1977) و برای همسانه‌سازی ژن به داخل ناقل ضروری می‌باشند. در سال 1968 مزلسون و یوان (Nature 217:1110–1114) قابلیت یک سویه از E. coli برای جلوگیری از گسترش یک ویروس‌ باکتریایی (باکتریوفاژ) را نشان دادند که به علت وجود یک آنزیم در سلول میزبان DNA باکتریوفاژ آلوده کننده شکسته می‌شود. مطالعه انجام شده توسط مرتز و دیویس اثبات کرد که اندونوکلئاز برشی RI از باکتری E. coli که در حال حاضر EcoRI نامیده می‌شود DNA را در مکان خاصی برش می‌دهد و امتدادهای مکمل تولید می‌نماید. خلاصه این که آن‌ها نشان دادند پس از خطی شدن DNA حلقوی به وسیله تیمار با EcoRI در برخی از مولکول‌ها پیوندهای هیدروژنی مولکول‌های DNA حلقوی تشکیل می‌شود که بعد از تیمار با DNA لیگاز و ایجاد پیوند کووالانسی مولکول‌های DNA حلقوی بسته تشکیل می‌شوند. امتدادهای تمام مولکول‌های DNA برش یافته به طور مشابه 4 تا 6 نوکلئوتید برآورد شد همراه با توالی تشخیصی که دارای شش جفت نوکلئوتید بود. مرتز و دیویس به این نتیجه رسیدند که "دو مولکول DNA با مکان‌های RI می‌توانند در نواحی برش یافته به وسیله فعالیت متوالی اندونوکلئاز RI و DNA لیگاز برای تولید مولکول‌های هیبرید  DNA دچار نوترکیبی شوند." این کشف که EcoRI انتهای چسبناک ایجاد می‌کند کمک بسیار مهمی در توسعه تکنولوژی DNA  نوترکیب بود زیرا توسط مرتز و دیویس به عنوان "راه ساده تولید مولکول‌های DNA نوترکیب در شرایط آزمایشگاهی" ارائه شد.


ترانسفورماسیون و انتخاب
گام بعدی در آزمایش DNA نوترکیب، جذب DNA پلاسمیدی کلون شده توسط یک سلول باکتریایی (معمولاً E. coli) می‌باشد. فرآیند معرفی DNA استخراج شده به داخل سلول باکتریایی ترانسفورماسیون (transformation) نامیده می‌شود و سلولی که قادر به جذب DNA باشد مستعد (competent) نامیده می‌شود. مستعد شدن در بسیاری از باکتری‌ها به طور طبیعی رخ می‌دهد. در گونه‌های مختلف باکتریایی معمولاً زمانی که تراکم سلولی زیاد و یا بسیار کم باشد مجموعه‌ای از پروتئین‌ها تولید می‌شود که تسهیل کننده جذب مولکول‌های DNA می‌باشد. این پدیده اجازه می‌دهد که ژن‌ها بین باکتری‌های مختلف منتقل شوند. فرآیند ترانسفورماسیون طبیعی اغلب مستلزم (1) اتصال DNA دو رشته‌ای به اجزای دیواره سلولی; (2) ورود DNA به محفظه داخلی (پریپلاسم) که در مقابل آنزیم‌های از بین برنده‌ی اسیدهای نوکلئیک محافظت می‌شود (نوکلئازها); (3) انتقال یک رشته به درون سیتوپلاسم در حالی که رشته دیگر تخریب می‌شود و (4) اگر DNA یک مولکول خطی باشد به داخل کروموزوم میزبان ادغام می‌شود. اگر DNA معرفی شده یک پلاسمید باشد پس از سنتز رشته دوم در سیتوپلاسم باقی می‌ماند. مستعد شدن و ترانسفورماسیون از ویژگی‌های ذاتی E. coli نیست. بهرحال مستعد شدن در E. coli می‌تواند توسط تیمارهای مختلف خاص مانند کلرید کلسیم سرد القا شود که به نوبه خود پذیرش DNA توسط سلول را افزایش می‌دهد. یک شوک حرارتی مختصر جذب مولکول‌های DNA خارجی را تسهیل می‌کند.
دو پارامتر-فراوانی ترانسفورماسیون و کارایی ترانسفورماسیون-برای ارزیابی موفقیت در ترانسفورماسیون DNA استفاده می‌شود. فراوانی ترانسفورماسیون نسبت سلول‌های ترانسفورم شده به کل سلول‌های تیمار شده می‌باشد. کارایی ترانسفورماسیون سلول‌های ترانسفورم شده تابعی از مقدار DNA می‌باشد که در ابتدا به سلول‌ها اضافه شده است. به طور کلی ترانسفورماسیون یک فرایند ناکارآمد است که به طور معمول بیش از 1 سلول در 1000 سلول ترانسفورم شده را شامل نمی‌شود. پس از ترانسفورماسیون بسیاری از سلول‌ها پلاسمید جدید را دریافت نکرده‌اند. به علاوه تعداد کمی از سلول‌ها با DNA پلاسمید غیر حلقوی که از دفسفریله شدن به وسیله آلکالین فسفاتاز فرار کرده ترانسفورم شده‌اند. برخی DNA غیر پلاسمیدی متصل شده و متصل نشده را دریافت کرده‌اند و تنها تعداد کمی به وسیله سازه پلاسمید-DNA هدف ترانسفورم شده‌اند. همانطور که قبلاً اشاره شد DNA خارج کروموزومی که فاقد منشا همانندسازی باشد نمی‌تواند در سلول باکتریایی باقی بماند. بنابراین در آزمایش DNA نوترکیب جذب DNA غیر پلاسمیدی بی‌نتیجه است. برای اطمینان از اینکه سازه DNA کلون شده-پلاسمید به شکل اصلی آن دائمی شود سلول‌های E. coli میزبان باید ویژگی‌های خاصی داشته باشند. به عنوان مثال فقدان اندونوکلئازهای برشی که تضمین می‌کند سازه‌های DNA پس از ترانسفورماسیون تخریب نشوند. به علاوه انعطاف‌پذیری سازه‌های DNA برای نگهداری در سلول‌های میزبانی که قادر به انجام جابجایی بین مولکول‌های DNA نیستند محتمل‌تر است زیرا سلول‌های میزبان نوترکیبی منفی (RecA−) دارند. همچنین سلول‌هایی که اندونوکلئاز کد شده توسط ژن endA1 را تولید نمی‌کنند فراوانی ترانسفورماسیون را افزایش می‌دهند.
پس از مرحله ترانسفورماسیون لازم است که سلول‌های حاوی پلاسمید با DNA کلون شده شناسایی شوند که به راحتی قابل انجام است. در یک سیستم  pBR322که در آن DNA هدف به داخل مکان BamHI الحاق می‌شود این شناسایی با استفاده از دو نشانگر مقاومت به آنتی بیوتیک که بر روی پلاسمید قرار دارد انجام می‌شود. در حین ترانسفورماسیون سلول‌ها در محیط بدون آنتی‌بیوتیک انکوبه می‌شوند تا ژن‌های مقاومت به آنتی‌بیوتیک بیان شوند و سپس مخلوط ترانسفورماسیون روی محیط حاوی آنتی‌بیوتیک آمپی‌سیلین قرار داده می‌شود. سلول‌های حامل pBR322 با یا بدون DNA هدف می‌توانند در این شرایط رشد کنند زیرا ژن Ampr در pBR322 دست نخورده است. سلول‌های ترانسفورم نشده به آمپی‌سیلین حساس می‌باشند.

مکان BamHI در pBR322 داخل ژن Tetr قرار دارد (شکل 9.3) به طوری که وارد کردن DNA داخل این ژن توالی کد کننده را منقطع می‌کند و مقاومت به تتراسایکلین را از بین می‌برد. بنابراین سلول‌های حاوی سازه‌ پلاسمید-DNA کلون شده مقاوم به آمپی‌سیلین و حساس به تتراسایکلین می‌باشند. سلول‌های دارایDNA  pBR322 که مجدداً حلقوی شده است دارای ژن Tetr دست نخورده می‌باشند و در برابر آمپی‌سیلین و تتراسایکلین مقاوم هستند. گام دوم در انتخاب، تمایز بین این دو حالت می‌باشد. سلول‌هایی که روی محیط حاوی آمپی‌سیلین رشد می‌کنند به محیط حاوی تتراسایکلین منتقل می‌شوند. موقعیت نسبی سلول‌های منتقل شده به پلیت تتراسایکلین-آگار همانند کلونی‌هایی است که از پلیت اصلی آمپی‌سیلین-آگار انتقال یافته‌اند. سلول‌هایی که روی پلیت‌های تتراسایکلین-آگار کلونی تشکیل می‌دهند حاملpBR322  دوباره حلقوی شده بدونDNA  هدف می‌باشند زیرا همانطور که در بالا اشاره شد این سلول‌ها به هر دوی آمپی‌سیلین و تتراسایکلین مقاوم هستند. سلول‌هایی که روی پلیت‌های تتراسایکلین-آگار رشد نمی‌کنند حساس به تتراسایکلین و حامل سازه pBR322-DNA کلون شده می‌باشند (شکل 11.3).

کشت‌های انفرادی که به تتراسایکلین حساس هستند توسط کلونی‌های روی پلیت‌های آمپی‌سیلین-آگار جایگزین می‌شوند. سپس روش‌های غربالگری برای تایید این سلول‌ها که ترانسفورم نامیده می‌شوند و حامل سازه مناسب pBR322- DNA کلون شده می‌باشند‌ استفاده می‌شود. 
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شکل 11.3 شیوه انتخاب سلول‌های میزبانی که با pBR322 ترانسفورم شده‌اند. (1) مخلوط ترانسفورماسیون که شامل سه نوع سلول می‌باشد یعنی سلول‌های ترانسفورم نشده، سلول‌های دارای پلاسمید اصلی دست نخورده و سلول‌های دارای DNA کلون شده در مکان BamHI pBR322، روی محیط کشت حاوی آمپی‌سیلین پلیت می‌شوند. (2) برای اطمینان از تشکیل کلونی‌های مجزا روی آگار مخلوط از قبل رقیق می‌شود. سلول‌های ترانسفورم نشده (Amps) از بین می‌روند. سلول‌های دارای پلاسمید دست نخورده و سازه DNA کلون شده-پلاسمید Ampr هستند و بنابراین کلونی تشکیل می‌دهند. نمونه‌ای از کلونی‌های زنده روی پلیت آمپی‌سیلین به محیط حاوی تتراسایکلین منتقل می‌شود. موقعیت هر کلونی در پلیت دوم به عنوان مثال از طریق کپی برداری پلیت (replica plating) حفظ می‌شود. فقط سلول‌های دارای پلاسمید دست نخورده (Tetr) در حضور تتراسایکلین کلونی تشکیل خواهند داد. (3) کلونی‌هایی که روی پلیت تتراسایکلین رشد نکردند اما بر روی پلیت آمپی‌سیلین رشد کردند حامل  pBR322با DNA کلون شده به داخل مکان BamHI می‌باشند. کلونی‌های دارای DNA هدف از پلیت اصلی برداشت شده با هم مخلوط و رشد داده می‌شوند. مربع قرمز نشان‌دهنده مارکر جهت‌یابی‌ است که پلیت اصلی و پلیت کپی شده را هم راستا نگه می‌دارد. 
مکان‌های HindIII و SalI در ژن مقاومت به تتراسایکلین و مکان PstI در ژن مقاومت به آمپی‌سیلین pBR322 پتانسیل دیگری برای موقعیت‌های همسانه‌سازی ارائه می‌کنند. هنگامی که مکان تشخیص PstI برای همسانه‌سازی استفاده ‌شود اصل انتخاب مشابه اما حساسیت به آنتی‌بیوتیک معکوس است. بنابراین اولین مجموعه از پلیت‌ها حاوی تتراسایکلین و دومین مجموعه شامل آمپی‌سیلین می‌باشد.

تدبیر انتخاب pBR322 برای شناسایی سلول‌های ترانسفورم شده با سازه DNA هدف-ناقل متکی بر کپی برداری از پلیت (replica plating) است. این تکنیک می‌تواند به شیوه‌های بسیار متفاوت برای اهداف مختلف استفاده شود. این شیوه در اصل برای جدا کردن کلونی‌های باکتریایی جهش یافته که نیازمند یک مکمل برای رشد می‌باشند به عنوان مثال موتانت‌های اگزوتروف (auxotrophic) ابداع شده بود (شکل 12.3).
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شکل 12.3 غربال کردن کلونی‌های باکتریایی برای سویه‌های جهش یافته توسط رپلیکا پلیت. (الف) دستگاه رپلیکا پلیت (انتقال کلونی). (ب) روش رپلیکا پلیت. سلول‌های جدا شده از هر کلونی پلیت اصلی (1) به پارچه مخملی دستگاه رپلیکا پلیت می‌چسبد سپس به آرامی روی سطح آگار مقابل فشرده می‌شود (2). سلول‌های چسبیده (3) به صورت متوالی به یک پلیت با محیط کامل (4) و به پلیت دیگری با محیط انتخابی (5) منتقل می‌شوند. الگوی کلونی‌ها در پلیت‌های کپی شده یکسان است زیرا مارکرهای جهت‌یاب (مربع‌های قرمز) برای هر انتقال هم راستا قرار می‌گیرند. در این مثال محیط حداقل، محیط انتخابی مورد استفاده برای شناسایی کلونی‌هایی است که نیازمند مکمل غذایی برای رشد می‌باشند به عنوان مثال موتانت‌های اگزوتروف. کلونی از دست رفته روی محیط کشت حداقل (5) نشان‌دهنده یک جهش اگزوتروف است. مکان مشابه بر روی پلیت با محیط کشت کامل (4) دارای کلونی با جهش اگزوتروف است که می‌تواند برداشت شده و رشد داده شود (6). تجزیه و تحلیل بیشتر سویه‌های جدا شده به منظور تعیین ماهیت جهش اگزوتروف لازم است.
دیگر ناقل‌های پلاسمیدی همسانه‌سازی
پلاسمید pBR322 ناقل همسانه‌سازی بود که به خوبی درک شده بود. اما تنها دارای چند مکان همسانه‌سازی منحصر به فرد بود و روش انتخاب نیز وقت‌گیر بود. بنابراین به ناچار سیستم‌های دیگری توسعه یافتند. به عنوان مثال پلاسمید pUC19 که دارای 2686 جفت باز می‌باشد و حاوی یک ژن Ampr، بخشی از ژن بتا-گالاکتوزیداز ('lacZ) اپرون لاکتوز E. coli که تحت کنترل پروموتور قابل تنظیم lac قرار دارد، یک ژن lacI که یک پروتئین مهارکننده تولید می‌کند و بیان ژن ′lacZ پروموتور  lacرا تنظیم می‌کند، یک توالی کوتاه DNA با تعداد زیادی مکان همسانه‌سازی منحصر به فرد (به عنوان مثال EcoRI، SacI، KpnI، XmaI، SmaI، BamHI، XbaI، SalI، HincII، AccI، BspMI، PstI، SphI و HindIII) که مکان همسانه‌سازی چندگانه (توالی همسانه‌سازی چندگانه، مکان مولتی کلونینگ یا پلی لینکر) نامیده می‌شود و مبدا همانندسازی DNA pBR322 می‌باشد (شکل 3. 13).
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شکل 13.3 نقشه ژنتیکی ناقل پلاسمیدی همسانه‌سازی pUC19. مکان همسانه‌سازی چندگانه شامل مکان‌های منحصر به فرد برای اندونوکلئازهای برشی است که برای الحاق DNA کلون شده استفاده می‌شود. این پلاسمید حاوی ژن Ampr، یک مبدا همانندسازی که در E. coli عمل می‌کند و ژن lacI می‌باشد که این ژن یک مهارکننده را تولید می‌کند که مانع رونویسی از ژن 'lacZ در غیاب القاگر IPTG می‌شود. توالی کامل DNA پلاسمید pUC19 2686جفت باز طول دارد.

روش انتخاب pUC19 دارای توجیه زیر می‌باشد. وقتی که سلول‌ها پلاسمید pUC19 اصلاح نشده را حمل می‌کنند در حضور ایزوپروپیل-بتا-دی-تیوگالاکتوپیرانوزید (IPTG) رشد می‌کنند که القاگر اپرون lac می‌باشد. محصول پروتئینی ژن lacI دیگر نمی‌تواند مدت زیادی به ناحیه پروموتور-اپراتور ژن 'lacZ متصل شود. به طوری که ژن ' lacZدر پلاسمید قابل رونویسی و ترجمه است. پروتئین 'LacZ با یک پروتئین که توسط DNA کروموزومی کد می‌شود (LacZα) برای تشکیل هیبرید بتا-گالاکتوزیداز فعال ترکیب می‌شود. در pUC19 مکان همسانه‌سازی چندگانه داخل ژن 'lacZ قرار دارد بدون اینکه با تولید هیبرید بتا-گالاکتوزیداز دارای عملکرد تداخل داشته باشد. در نهایت اگر سوبسترای 5-برومو-4-کلرو-3-ایندولیل-بتا-دی-گالاکتوپیرانوزید (X-Gal) در محیط کشت وجود داشته باشد توسط هیبرید بتا-گالاکتوزیداز هیدرولیز می‌شود و فرآورده آبی رنگی تولید می‌کند. در این شرایط کلونی‌های شامل pUC19 اصلاح نشده آبی رنگ به نظر می‌رسند.

برای آزمایش همسانه‌سازی pUC19، منبع  DNAیک موجود توسط یکی از اندونوکلئازهای برشی که دارای یک توالی تشخیص در مکان همسانه‌سازی چندگانه می‌باشد برش می‌خورد (شکل 14.3). این منبع  DNAبا  DNA پلاسمید  pUC19 که با همان اندونوکلئاز برشی و سپس با آلکالین فسفاتاز تیمار شده است مخلوط می‌گردد. پس از اتصال با T4  DNAلیگاز مخلوط واکنش به وسیله ترانسفورماسیون به داخل سلول میزبان معرفی می‌گردد. سلول میزبان می‌تواند بخشی از بتا-گالاکتوزیداز (یعنی LacZα) را سنتز کند که با محصول ژن 'lacZ برای تشکیل یک آنزیم دارای عملکرد ترکیب می‌شود. سلول‌های میزبان تیمار شده بر روی محیط کشت حاوی آمپی‌سیلین، IPTG و X-گال پلیت می‌شوند.
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شکل 14.3 مکان همسانه‌سازی چندگانه پلاسمید pUC19. مکان همسانه‌سازی چندگانه (نوکلئوتیدهای دارای حروف بزرگ) به داخل ژن 'lacZ (نوکلئوتیدهای دارای حروف کوچک) وارد شده است. حدود مکان‌ برخی از اندونوکلئازهای برشی مکان همسانه‌سازی چندگانه توسط خطوط افقی مشخص شده است. فلش‌های دو جهته توالی DNA 'lacZ-مکان همسانه‌سازی چندگانه را نشان می‌دهد که 26 اسید آمینه اول پروتئین هیبرید 'lacZ را کد می‌کند. الحاق DNA به داخل هر یک از مکان‌های‌ اندونوکلئاز برشی مکان همسانه‌سازی چندگانه چارچوب خواندن ژن 'lacZ را تغییر می‌دهد و از ترجمه پروتئین 'lacZ جلوگیری می‌کند. 
سلول‌های ترانسفورم نشده نمی‌توانند در حضور آمپی‌سیلین رشد کنند. سلول‌های حاوی پلاسمیدهای دوباره حلقوی شده می‌توانند در محیط کشت حاوی آمپی‌سیلین رشد کنند. آن‌ها می‌توانند بتا-گالاکتوزیداز دارای عملکرد بسازند و کلونی‌های آبی رنگ تولید کنند. در عوض سلول‌های میزبان حامل سازه DNA کلون شده-پلاسمید در همان محیط تولید کلونی‌های سفید می‌کنند. به این دلیل که DNA وارد شده به مکان اندونوکلئاز برشی داخل مکان همسانه‌سازی چندگانه، توالی صحیح کدون‌های DNA ژن 'lacZ را منقطع می‌کند (چارچوب خواندن) و مانع تولید پروتئین 'lacZ دارای عملکرد می‌شود بنابراین هیچ هیبرید بتا-گالاکتوزیداز فعالی تولید نمی‌شود (شکل 14.3).

در غیاب فعالیت بتا-گالاکتوزیداز، X-گال در محیط کشت به ماده آبی رنگ تبدیل نمی‌شود و در نتیجه کلونی‌ها سفید باقی می‌مانند. سپس کلونی‌های سفید (مثبت) باید غربال شوند تا آن‌هایی که حامل توالی DNA هدف هستند شناسایی گردند.
علاوه بر آمپی‌سیلین و تتراسایکلین، آنتی‌بیوتیک‌های دیگری نیز به عنوان عوامل انتخابی در ناقل‌های همسانه‌سازی مختلف استفاده می‌شوند (جدول 5.3). 
جدول 5.3 برخی از آنتی‌بیوتیک‌هایی که معمولاً به عنوان عوامل انتخابی استفاده می‌شوند
	آنتی‌بیوتیک (مخفف)
	توضیحات

	آمپی‌سیلین (Ap, Amp)
	ممانعت از تشکیل دیواره سلولی. به وسیله بتا-لاکتاماز غیرفعال می‌گردد.

	هیگرومایسین ب (HygB)
	ممانعت از جابجایی مکان آمینو اسیل به مکان پپتیدیل. توسط فسفوترانسفراز غیرفعال می‌گردد. 

	کانامایسین (Km, Kan)
	به زیر واحد S30 متصل می‌شود و مانع جابجایی از مکان آمینو اسیل-tRNA به مکان پپتیدیل می‌شود. به وسیله فسفوترانسفراز غیرفعال می‌گردد. 

	نئومایسین (Nm, Neo)
	به زیر واحدS 30 متصل و از سنتز پروتئین جلوگیری می‌کند. به وسیله فسفوترانسفراز غیرفعال می‌گردد.

	استرپتومایسین (Sm, Str)
	تشکیل کمپلکس شروع پروتئین را بلوکه می‌کند و باعث غلط خواندن در طول ترجمه می‌شود. به وسیله فسفوترانسفراز غیرفعال می‌گردد.

	تتراسایکلین (Tc, Tet)
	مانع از اتصال آمینو اسیل- tRNAبه زیرواحد S30 ریبوزومی می‌شود. ژن مقاومت و پروتئین غشای داخلی سلول را کد می‌کند که آنتی‌بیوتیک را به خارج از سلول هدایت می‌کند و عبور آنتی‌بیوتیک از طریق دیواره سلولی را بلوکه می‌کند.


بهرحال تعدادی سیستم انتخابی برای شناسایی سلول‌های دارای سازه هدف-ناقل اختراع شده است. به عنوان مثال یک ناقل مشتق شده از مجموعه pUC حامل ژنی است که در صورت بیان، پروتئینی را کد می‌کند که سلول را می‌کشد (پروتئین مخرب). این ژن کشنده سلول در چارچوب صحیح خواندن با ژن 'lacZ ترکیب شده است به طوری که به وسیله پروموتور قابل تنظیم ژن 'lacZ رونویسی می‌شود. یک سلول با پلاسمید سالم و بدون IPTG پروتئین مخرب را در محیط کشت سنتز نمی‌کند. سلول‌های دارای پلاسمید و فاقد توالی هدف در حضور IPTG پروتئین مخرب را سنتز می‌کنند و کشته می‌شوند. با توالی هدف و IPTG یک پروتئین مخرب بدون عملکرد تولید می‌شود زیرا توالی هدف در تمام حالات چارچوب خواندن ژن مخرب را قطع می‌کند. سلول‌های ترانسفورم نشده حساس به یک آنتی‌بیوتیک می‌باشند در حالی که سلول‌های ترانسفورم شده دارای یک ژن می‌باشند که بخشی از ناقل است و مقاومت به آنتی‌بیوتیک را ایجاد می‌کند. به عبارت دیگر در این حالت در حضور IPTG و آنتی‌بیوتیک فقط سلول‌های حامل پلاسمید با DNA مورد نظر زنده می‌مانند.

گرچه تعدادی از ناقل‌ها دارای طرح‌های مبتکرانه هستند در اصل همه آن‌ها دو نیاز اساسی تکنولوژی DNA نوترکیب را حفظ می‌کنند. یکی انتخاب مکان‌های همسانه‌سازی و دیگری آسان بودن روش شناسایی سلول‌های حاوی سازه پلاسمید- DNA کلون شده می‌باشد. لازم به ذکر است که مکان‌های منحصر به فرد اندونوکلئازهای برشی در تحقیقات DNA نوترکیب دارای دو عملکرد می‌باشند. آن‌ها برای قرار دادن DNA به داخل ناقل همسانه‌سازی مورد نیاز هستند همچنین اجازه می‌دهند توالی DNA وارد شده از ناقل برداشت شود. به عبارت دیگر بعد از آنکه یک قطعه DNA توسط اندونوکلئاز برشی به داخل پلاسمید کلون شد از طریق برش سازه استخراج شده پلاسمید-DNA کلون شده با همان اندونوکلئاز برشی می‌تواند بازیابی شود. زیرا رویداد الحاق مجدداً توالی تشخیص را در هر انتهای توالی DNA کلون شده ایجاد می‌کند. قطعه DNA بازیافت شده می‌تواند به داخل ناقل‌های همسانه‌سازی تخصصی برای توالی‌یابی DNA کلون شود و یا داخل ناقل‌هایی کلون شود که به طور خاص برای رسیدن به سطح بالایی از بیان (رونویسی و ترجمه) ژن کلون شده طراحی شده‌اند. در حقیقت هزاران ناقل برای اهداف متفاوت و برای موجودات مختلف توسعه یافته است.

با وجود اینکه باکتری E. coli که به عنوان یک موجود آزمایشگاهی به خوبی شناخته شده است برای تمام روش‌های معمول همسانه‌سازی مولکولی مورد استفاده قرار می‌گیرد، باکتری‌های دیگر مانند Bacillus subtilis و Agrobacterium tumefaciens اغلب به عنوان سلول‌های میزبان نهایی عمل می‌کنند. در برخی کاربردها ناقل‌های همسانه‌سازی که در E. coli عمل می‌کنند ممکن است مبدا همانندسازی ثانویه‌ای در اختیار بگذارند که پلاسمید را قادر به همانندسازی در سلول میزبان جایگزین نماید. با این ناقل‌های همسانه‌سازی شاتل (shuttle) مراحل اولیه همسانه‌‌سازی با E. coli انجام می‌شود و قبل از آنکه سازه به طور کامل توسعه پیدا کند به یک سلول میزبان متفاوت معرفی می‌شود. به علاوه تعدادی ناقل پلاسمیدی دارای یک مبدا همانندسازی DNA با دامنه وسیع میزبانی به جای مبدا همانندسازی با دامنه میزبانی کم ساخته شده است. این ناقل‌ها را می‌توان در انواع موجودات مورد استفاده قرار داد.

ناقل‌های شاتل دارای اشکالاتی می‌باشند. افزودن یک قطعه DNA حاوی مبدا همانندسازی ثانویه اندازه ناقل را افزایش می‌دهد و مقدار DNA الحاقی را کاهش می‌دهد و در برخی موارد ناقل‌های شاتل برای تکثیر در سلول میزبان موثر نیستند. همچنین ناقل‌های همسانه‌سازی با دامنه میزبانی وسیع می‌توانند ناپایدار باشند و در سلول میزبان ارجح از دست بروند. برای غلبه بر این محدودیت‌ها یک سیستم برای همسانه‌سازی DNA هدف به داخل پلاسمید مبتنی برE. coli  ابداع شد و سپس بخشی از پلاسمید که حامل DNA کلون شده و ژن مقاومت به آنتی‌بیوتیک بود همراه با بخشی از یک پلاسمید خاص سلول میزبان که حامل مبدا همانندسازی خود بود ترکیب شد. اولین گام در ایجاد این ناقل شاتل نیازمند مهندسی دو توالی تشخیص مختلف برای اندونوکلئاز برشی SfiI می‌باشد. توالی این مکانCCGGNNNNNCCGG  GGCCNNNNNGGCC می‌باشد که در آن N N نشان‌دهنده هر جفت باز می‌باشد (شکل 15.3الف). دو مکان مختلف SfiI (SfiIy وSfiIx ) برای ایجاد توالی‌های متغیر مختلف طراحی شده‌اند به گونه‌ای که پس از هضم با SfiI، امتدادهای مکان SfiIx با امتدادهای مکانSfiIy  مکمل نباشد (شکل 15.3ب). در مرحله بعد دو توالی SfiI به داخل پلاسمیدهای مبتنی بر E. coli و پلاسمیدهای خاص سلول میزبان الحاق می‌شود به طوری که ناحیه حاوی ژن مقاومت به آنتی‌بیوتیک و مکان همسانه‌سازی در پلاسمیدهای مبتنی بر E. coli (شکل 16.3الف) و مبدا همانندسازی در پلاسمید خاص سلول میزبان کنار یکدیگر قرار گیرند (شکل 16.3ب). سپس یک توالی DNA به داخل پلاسمید مبتنی بر E. coli کلون می‌شود و سازه در E. coli رشد می‌کند. پلاسمیدهای مبتنی بر E. coli و پلاسمیدهای خاص سلول میزبان به طور جداگانه استخراج، مخلوط و با SfiI هضم می‌گردد. امتدادهای SfiIx-SfiIx و SfiIy-SfiIy جفت می‌شوند و بعد از الحاق، چند مولکول مختلف شیمر از DNA حلقوی تشکیل می‌شود. مخلوط به سلول میزبان منتقل می‌شود و انتخاب روی محیط کشت حاوی یک آنتی‌بیوتیک به عنوان مثال کلرامفنیکل صورت می‌گیرد. سلول‌های بدون پلاسمید و سلول‌های دارای پلاسمید‌های بدون ژن مقاومت به کلرامفنیکل نمی‌توانند در حضور کلرامفنیکل رشد کنند. همچنین پلاسمیدهایی که مبدا همانندسازی را حمل نمی‌کنند یا که مبدا همانندسازی مبتنی بر پلاسمید  E. coliرا حمل می‌کنند در سلول میزبان همانندسازی نمی‌کنند و در نتیجه حفظ نمی‌شوند. فقط سلول‌های ترانسفورم شده با یک پلاسمید شیمر به کلرامفنیکل مقاوم هستند و در نتیجه می‌توانند رشد کنند. این پلاسمید شیمر حامل بخشی از پلاسمید مبتنی بر E. coli با ژن مقاومت به کلرامفنیکل و ژن مورد نظر است که به قطعه‌ای از‌ پلاسمید خاص سلول میزبان که شامل مبدا همانندسازی دارای عملکرد در سلول میزبان می‌باشد متصل شده است (شکل 16.3ج). روش SfiIx-SfiIy که می‌تواند برای هر سلول میزبان دارای یک پلاسمید سازگار شود، تبادل ستون ناقل (vector backbone exchange) نامیده می‌شود.
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شکل 3. 15 (الف) توالی تشخیص SfiI. فلش‌ها محل‌های برش را مشخص می‌کند و N N نشان‌دهنده هر جفت باز می‌باشد. (ب) توالی‌های تشخیص SfiIx و SfiIy به گونه‌ای طراحی شده‌ است که پس از هضم با اندونوکلئاز برشی SfiI، امتدادهای SfiIx با امتدادهای SfiIy جفت نخواهد شد. تفاوت نوکلئوتیدی بین توالی‌های تشخیص SfiIx (قرمز) و SfiIy (نارنجی) اشاره شده است.
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شکل 16.3 تبادل ستون ناقل. یک پلاسمید مبتنی بر E. coli با توالی DNA کلون شده، ژن مقاومت به کلرامفنیکل (Cmr)، و یک مبدا همانندسازی خاص E. coli (oriE) (الف) و همچنین یک پلاسمید خاص سلول میزبان با یک مبدا همانندسازی خاص میزبان (oriH) و یک ژن مقاومت به اریترومایسین (Eryr) (ب) نشان داده شده که با توالی‌های تشخیص SfiIx و SfiIy مهندسی شده است. تیمار پلاسمیدهای نشان داده شده در قسمت الف و ب با SfiI دو قطعه از هر پلاسمید با امتدادهای SfiIx و SfiIy تولید می‌کند. چندین مولکول مختلف از  DNAشیمر حلقوی پس از جفت شدن بازها بین امتدادهای مکمل و الحاق (نشان داده نشده است) تشکیل می‌شود. (ج) پس از ترانسفورماسیون مخلوط مولکول‌های DNA شیمر به داخل سلول میزبان، فقط سلول‌های حامل پلاسمید شیمر که دارای مبدا همانندسازی دارای عملکرد در سلول میزبان و نیز دارای توالی DNA کلون شده و ژن مقاومت به کلرامفنیکل از پلاسمید مبتنی بر E. coli می‌باشند روی محیط کشت حاوی کلرامفنیکل انتخاب خواهند شد.

ایجاد و غربال یک کتابخانه
ساخت یک کتابخانه ژنومی
یکی از اهداف اساسی بیوتکنولوژی مولکولی جداسازی ژن‌هایی است که پروتئین‌هایی را برای کاربردهای صنعتی، کشاورزی و پزشکی کد می‌کنند. در موجودات پروکاریوتی ژن‌های ساختاری ناحیه کد کننده‌ پیوسته‌ای در DNA ژنومی تشکیل می‌دهند در حالی که در یوکاریوت‌ها نواحی کد کننده‌ی ژن‌های ساختاری (اگزون‌ها) توسط نواحی غیر کد کننده (اینترون‌ها) از هم جدا می‌شوند. در نتیجه روش‌های همسانه‌سازی مختلفی برای همسانه‌سازی ژن‌های پروکاریوتی و یوکاریوتی استفاده می‌شود.
در پروکاریوت‌ها توالی مورد نظر (DNA هدف یا ژن مورد نظر) معمولاً بخش کوچکی از کل DNA کروموزومی (در حدود 0.02٪) را تشکیل می‌دهد. مسئله این است که توالی DNA هدف چگونه کلون شود و مورد انتخاب قرار گیرد. برای انجام این کار DNA کامل یک موجود، یعنی ژنوم با اندونوکلئاز برشی شکسته می‌شود و هر قطعه به داخل یک ناقل کلون می‌شود. سپس کلون حامل توالی DNA هدف باید شناسایی، جداسازی و مشخص شود. فرآیند تقسیم مجدد DNA ژنومی به داخل عناصر قابل کلون و الحاق آنها به داخل سلول‌های میزبان ایجاد یک کتابخانه (بانک کلون، بانک ژن یا کتابخانه ژنومی) نامیده می‌شود. کتابخانه کامل، شامل تمام منبع DNA ژنومی موجود می‌شود. 
یک راه برای ایجاد کتابخانه ژنومی این است که ابتدا منبع  DNAیک موجود با چهار اندونوکلئاز برشی برنده تیمار شود، به عنوان مثال Sau3AI که از لحاظ تئوری DNA را تقریباً یک بار در هر 256 جفت باز می‌شکند. شرایط واکنش هضم به گونه‌ای تنظیم می‌شود که هضم ناقص (نه کامل) داشته باشیم. در این روش قطعات در تمام اندازه‌های ممکن تولید می‌شود (شکل 17.3). هضم‌ ناقص در غلظت کم اندونوکلئاز برشی و یا کوتاه‌تر کردن زمان انکوباسیون انجام می‌شود. با طولانی شدن زمان واکنش، قطعات کوچکتر می‌شوند (شکل 18.3).
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شکل 17.3 هضم ناقص یک قطعه DNA با اندونوکلئاز برشی نوع II. هضم‌های ناقص معمولاً با تغییر مدت زمان و یا مقدار آنزیم مورد استفاده برای هضم انجام می‌شوند. در برخی از مولکول‌های DNA، اندونوکلئاز برشی تمام مکان‌ها (با RE1 مشخص شده‌اند) را برش می‌دهد. در مولکول‌های دیگر برش کمتری ایجاد می‌شود. نتیجه مورد نظر، نمونه‌ای از مولکول‌های DNA در تمام طول‌های ممکن می‌باشد.
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شکل 18.3 اثر افزایش مدت زمان هضم نمونه DNA با اندونوکلئاز برشی. (الف) مکان‌های اندونوکلئاز برشی (فلش‌ها) روی مولکول DNA نشان داده شده است. (ب) هنگامی که مدت زمان تیمار با اندونوکلئاز برشی طولانی شود، برش در مکان‌های بیشتری رخ می‌دهد (ردیف 1 تا 5). ردیف 1 نشان‌دهنده اندازه مولکول DNA در زمان افزودن اندونوکلئاز برشی می‌باشد. ردیف‌های 2 تا 5 نشان‌دهنده وسعت شکست DNA پس از قرار گرفتن در معرض اندونوکلئاز برشی می‌باشد. 

برای اطمینان از اینکه کل ژنوم و یا بیشتر آن داخل کلون‌های یک کتابخانه قرار ‌می‌گیرد، مجموع DNA وارد شده به کلون‌های کتابخانه باید سه برابر مقدار DNA ژنوم و یا بیشتر باشد. به عنوان مثال اگر یک ژنوم دارای 106×4 جفت باز باشد و متوسط اندازه قطعه وارد شده (اینزرت) 1000 جفت باز باشد بنابراین 12000 کلون برای پوشش سه برابری یعنی [103/(106×4)]3 مورد نیاز است. برای ژنوم انسان (109×3.3 جفت باز) حدود 80000 کلون کروموزوم مصنوعی باکتریایی (BAC) که متوسط اندازه قطعه وارد شده 150000 جفت باز می‌باشد برای تشکیل یک کتابخانه با پوشش چهار برابری یعنی [(104×15)/(109×3.3)]4 مورد نیاز است. از دیدگاه آماری رابطهN = ln(1−P)/ln(1−ƒ) (که N تعداد کلون‌ها، P احتمال پیدا کردن یک ژن خاص و ƒ نسبت متوسط طول قطعه وارد شده به اندازه کل ژنوم می‌باشد) برآوردی از تعداد کلون‌های لازم برای یک کتابخانه ژنومی جامع فراهم می‌کند. بر این اساس حدود 700000 کلون برای احتمال 99 درصدی کشف یک توالی خاص در یک کتابخانه ژنومی انسان با متوسط اندازه قطعه وارد شده 20 کیلو جفت باز مورد نیاز است. در نهایت چون مکان اندونوکلئازهای برشی به طور تصادفی قرار ندارد برخی از قطعات ممکن است برای همسانه‌سازی بسیار بزرگ باشند. هنگامی که این اتفاق رخ می‌دهد ممکن است پیدا کردن یک توالی DNA هدف خاص سخت و یا حتی غیر ممکن باشد زیرا کتابخانه ناقص است. این مشکل می‌تواند به وسیله تشکیل کتابخانه‌هایی با اندونوکلئازهای برشی مختلف حل شود.
تعداد کلون‌ها در یک کتابخانه ژنومی به وسعت پوشش، اندازه ژنوم موجود (جدول 6.3)، و متوسط اندازه قطعه وارد شده در ناقل بستگی دارد.
جدول 6.3 محتوای DNA موجودات مختلف 
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پس از ایجاد یک کتابخانه، کلون (کلون‌ها) دارای توالی هدف باید شناسایی شود. چهار روش رایج که برای شناسایی استفاده می‌شود عبارتند از: هیبریداسیون DNA با DNA کاوشگر (probe) نشاندار شده همراه با غربالگری رادیوگرافی برای کاوشگر نشاندار شده، غربالگری ایمنی برای محصول پروتئینی، سنجش فعالیت پروتئین و مکمل کاربردی (ژنتیکی).

غربالگری به وسیله هیبریداسیون DNA 

حضور توالی نوکلئوتیدی هدف در نمونه DNA می‌تواند با DNA کاوشگر مشخص شود. این روش که هیبریداسیون DNA نامیده می‌شود به تشکیل جفت بازهای پایدار بین کاوشگر و توالی هدف بستگی دارد. هیبریداسیون DNA امکان پذیر است زیرا DNA دو رشته‌ای که به طور طبیعی رخ می‌شود می‌تواند به وسیله تیمار با حرارت یا قلیا به DNA تک رشته‌ای تبدیل شود. حرارت دادن DNA، پیوندهای هیدروژنی متصل کننده جفت بازها را می‌شکند (denaturation) اما روی پیوندهای فسفو دی استری ستون DNA تاثیر نمی‌گذارد. اگر محلول گرم شده به سرعت سرد شود رشته‌ها تکی باقی می‌مانند. اگر دمای محلول DNA گرم شده به آرامی کاهش یابد ساختار مارپیچ دو رشته‌ای DNA می‌تواند دوباره تشکیل شود زیرا نوکلئوتیدهای مکمل جفت می‌شوند (renaturation). فرآیند حرارت دادن و به آرامی خنک کردن DNA دو رشته‌ای آنیلینگ (annealing) نامیده می‌شود. هنگامی که قطعات DNA منابع مختلف دارای برخی توالی‌های مشترک (همولوگ) مخلوط شوند، تا دمای °C 100 حرارت داده ‌شده و به آرامی سرد شوند تعدادی مولکول DNA هیبرید بین فرآورده‌های آنیلینگ وجود خواهد داشت که DNA دو رشته‌ای است و رشته‌ها از منابع مختلف ایجاد شده است.

به طور کلی برای استفاده از روش هیبریداسیون DNA، DNA هدف دناتوره شده و تک رشته‌های برگشت ناپذیر به یک ماتریس به عنوان مثال نیتروسلولز یا نایلون متصل می‌شوند. سپس DNA کاوشگر تک رشته‌ای که با رادیواکتیو و یا سیستم نشاندار دیگری نشاندار شده است با نمونه DNA متصل شده انکوبه می‌شود. اگر توالی نوکلئوتیدی در DNA کاوشگر با توالی نوکلئوتیدی در نمونه مکمل باشد بنابراین جفت شدن بازها یعنی هیبریداسیون اتفاق می‌افتد (شکل 19.3).
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شکل 19.3 هیبریداسیون .DNA (1) نمونه‌های  DNAشامل DNA هدف، دناتوره شده و تک رشته‌ها به وسیله اتصال به یک تکیه گاه جامد مانند غشا نیتروسلولز یا نایلونی از یکدیگر مجزا می‌شوند. (2) کاوشگر که اغلب 100 تا 1000 جفت باز طول دارد نشاندار شده، دناتوره می‌شود و با DNA هدف دناتوره شده تحت شرایط هیبریداسیون مخلوط می‌شود. (3) پس از واکنش هیبریداسیون، غشا برای حذف DNA کاوشگر هیبرید نشده شسته می‌شود و برای حضور هر هیبرید نشاندار شده مورد سنجش قرار می‌گیرد. اگر کاوشگر هیبرید نشود علامتی آشکار نمی‌شود. ستاره‌ها DNA کاوشگر نشاندار شده (سیگنال) را مشخص می‌کند.

هیبریداسیون می‌تواند به وسیله اتورادیوگرافی (باکس 2.3) یا روش‌های مجسم کننده‌ی دیگر، بسته به ماهیت کاوشگر نشاندار شده آشکار شود. اگر توالی نوکلئوتیدی کاوشگر با توالی DNA نمونه جفت نشود بنابراین هیبریداسیون رخ نداده و نتیجه آزمایش منفی می‌شود. به طور کلی دامنه طول کاوشگرها در محدوده 100 تا بیش از 1000 جفت باز می‌باشد اگر چه کاوشگرهای بزرگتر و کوچکتر نیز می‌تواند مورد استفاده قرار گیرد. پایداری جفت بازها بسته به شرایط واکنش هیبریداسیون نیاز به مطابقت بیش از 80 درصدی در یک قطعه 50 بازی دارد. 
	باکس 2.3

	اتورادیوگرافی
اتورادیوگرافی برای آشکار کردن محل شی نشاندار شده در یک سلول یا نمونه‌ای از ماکرو مولکول‌های تجزیه شده استفاده شده است. در اصل اتورادیوگرافی شامل قرار دادن یک منبع رادیواکتیو در کنار یک فیلم عکاسی حساس به تشعشع شامل برمید نقره می‌باشد. انرژی حاصل از فروپاشی رادیواکتیو به امولسیون عکاسی برخورد کرده و الکترون‌هایی تولید می‌کند که به وسیله لکه‌های کریستاله برمید نقره در امولسیون به دام می‌افتد. لکه‌های دارای بار منفی جذب یون‌های نقره شده و نقره فلزی تشکیل می‌شود. دانه‌های فلزی نقره با ظاهر کردن فیلم عکاسی نمایان می‌شوند. بنابراین ظهور یک ناحیه تاریک بر روی فیلم ظاهر شده نشان می‌دهد که مواد زیرین نشاندار شده است. داخل پرانتز، فلوروگرافی اصطلاح مورد استفاده برای پرتودهی فیلم عکاسی حساس به نور در مولکول‌هایی می‌باشد که به طور مستقیم یا غیر مستقیم به عنوان منبع انرژی، نور تولید می‌کنند و نقره را در امولسیون عکاسی کاهش می‌دهند. 
پروتئین‌ها و اسیدهای نوکلئیک نشاندار شده و مجزا شده توسط ژل الکتروفورز را می‌توان با قرار دادن یک فیلم اشعه ایکس روی یک ژل خشک شده آشکار نمود و فیلم پس از زمان پرتودهی مناسب ظاهر می‌شود. همه مراحل اتورادیوگرافی در تاریکی انجام می‌شود تا از پرتودهی غیر عمدی فیلم اشعه X در نور اجتناب شود. برخی از روش‌های اتورادیوگرافی برای تجزیه و تحلیل کمی وکیفی پروتئین‌ها و اسیدهای نوکلئیک ابداع شده‌ است.

یکی از کاربردهای اصلی اتورادیوگرافی، آشکار کردن هیبریداسیون DNA کاوشگر نشاندار شده با مولکول DNA است که توسط الکتروفورز تجزیه و تفکیک شده است. بهرحال مولکول‌های DNA در ژل برای هیبرید شدن با DNA کاوشگر قابل دستیابی نیستند. در نتیجه مولکول‌های DNA در ژل توسط بلاتینگ (blotting) یا الکتروترانسفر (electrotransfer) به غشا نیتروسلولز یا نایلونی منتقل می‌شوند. فرآیند انتقال، موقعیت‌ مولکول‌های DNA موجود در ژل را روی غشا باقی می‌گذارد. مولکول‌های DNA منتقل شده به غشا، دناتوره شده، به غشا متصل می‌شوند و با DNA کاوشگر نشاندار شده هیبرید می‌گردند. اتورادیوگرافی غشا نشان می‌دهد آیا کاوشگر با باند (باندهای) DNA خاص هیبرید شده است.
انتقال DNA از ژل به غشا بعد از زمان ادوین ساترن که روش اصلی بلات DNA را ابداع کرد، ساترن بلات (Southern DNA blotting) نامیده شد. نورتن بلات و وسترن بلات به ترتیب روش‌هایی برای انتقال RNA و پروتئین از ژل به غشا می‌باشند. اصطلاحات "نورتن" و "وسترن" هیچ ربطی به جهت ندارد و توسط زیست شناسان مولکولی برای اعتبار بخشی بیشتر به ادوین ساترن برای توسعه مفهوم بلات ماکرو مولکول‌ها از ژل به غشا و تشخیص ماکرو مولکول‌های منتقل شده ابداع شده است. نامگذاری‌های "نورتن" و "وسترن" نیز نمونه‌هایی از طنز زیست شناسی مولکولی است.


به روش‌های مختلفی می‌توان DNA کاوشگر را نشاندار کرد. یک روش که آغازگر-تصادفی نامیده می‌شود از ترکیبی از الیگونوکلئوتیدهای مصنوعی تصادفی (الیگومرها) بهره می‌گیرد که حاوی تمام ترکیبات ممکن از توالی 6 نوکلئوتیدی (هگزامر) می‌باشند که به عنوان آغازگر برای سنتز DNA عمل می‌کنند. برخی از الیگومرها در نمونه با توالی مکمل بر روی DNA الگو کاوشگر نشاندار نشده هیبرید خواهند شد (شکل 20.3).
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شکل 20.3 تولید DNA کاوشگر نشاندار شده به روش آغازگر تصادفی. DNA دو رشته‌ای حاوی توالی که به عنوان کاوشگر عمل نمی‌کند دناتوره شده و یک نمونه اولیگونوکلئوتید شامل تمام توالی‌های ممکن 6 نوکلئوتیدی به آن اضافه می‌گردد. از لحاظ آماری هیبرید شدن برخی از مولکول‌های مخلوط اولیگونوکلئوتیدی با  DNAکاوشگر دناتوره شده نشاندار نشده‌ قطعی است. الیگونوکلئوتیدهای جفت شده در حضور قطعه کلینو و چهار dNTPs نشاندار شده‌ که با ستاره (*) مشخص شده است به عنوان آغازگر برای سنتز DNA عمل می‌کنند. DNA سنتز شده نشاندار شده به عنوان کاوشگر برای نشان دادن حضور یک توالی DNA در یک نمونه DNA استفاده می‌شود. در این حالت، کاوشگر نشاندار شده شامل تعدادی مولکولDNA  مجزا است که با هم تقریباً کل توالی DNA الگوی نشاندار نشده را تشکیل می‌دهند.

پس از اینکه نمونه الیگومر با DNA الگو کاوشگر دناتوره شده مخلوط شد، چهار دئوکسی ریبونوکلئوتید (دئوکسی ریبونوکلئوزید تری فسفات [dNTPs]) و یک بخش از DNA پلی‌مراز I E. coli که کلینو نامیده می‌شود نیز اضافه می‌شود.dNTP ‌ها، دئوکسی آدنوزین تری فسفات (dATP)، دئوکسی ریبوزیل تیمین تری فسفات (dTTP)، دئوکسی گوانوزین تری فسفات (dGTP) و دئوکسی سیتیدین تری فسفات (DCTP) می‌باشند.

قطعه کلینو دارای دو فعالیت  DNAپلی‌مرازی و ′3 اگزونوکلئازی می‌باشد اما فاقد فعالیت '5 اگزونوکلئازی است که معمولاً با DNA پلی‌مراز I E. coli مرتبط است (شکل 21.3). فعالیت '3 اگزونوکلئازی حفظ شده است زیرا اتصال نادرست dNTP‌ها را در طول سنتز رشته DNA جدید کاهش می‌دهد. فعالیت '5 اگزونوکلئازی از بین رفته زیرا برخی از DNA تازه سنتز شده را تجزیه خواهد کرد. با گروه‌های '3 هیدروکسیل تهیه شده به وسیله جفت شدن آغازگرهای تصادفی و رشته‌های کاوشگر به عنوان الگو، سنتز DNA جدید رخ می‌دهد (شکل 20.3).
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شکل 21.3 شکل شماتیک فعالیت‌ آنزیمی DNA پلی‌مراز E. coli I. (الف) پلی‌مراز (قرمز) دئوکسی ریبونوکلئوتیدها را به گروه‌های '3 هیدروکسیل زنجیره‌ی در حال رشد اضافه می‌کند. (ب) '5 اگزونوکلئاز (آبی) نوکلئوتیدها را به صورت پی در پی از انتهای '5 فسفات حذف می‌کند. (ج) '3 اگزونوکلئاز (زرد) نوکلئوتیدها را به صورت پی در پی از انتهای '3 هیدروکسیل حذف می‌کند.
اگر از نشانگر رادیواکتیو استفاده شود یکی از dNTPها شامل ایزوتوپ 32P در فسفات α می‌شود. اتورادیوگرافی برای تعیین هیبریداسیون توالی کاوشگر نشاندار شده با توالی DNA هدف استفاده می‌شود. امروزه دئوکسی ریبونوکلئوتیدها، شامل dNTP نشاندار شده، با استفاده از واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز (PCR) با توالی کاوشگر ترکیب می‌شوند و‌ عملکرد بالای DNA کاوشگر نشاندار شده را ایجاد می‌کنند (فصل 4). برای تشخیص غیر ایزوتوپی هیبریداسیون، بیوتین به یکی از چهار dNTP که در طول مرحله سنتز DNA ترکیب شده‌اند متصل شود. هنگامی که یک کاوشگر نشاندار شده توسط بیوتین با نمونه DNA هیبرید می‌شود بر اساس اتصال یک ترکیب واسطه (مثل استرپتاویدین) به بیوتین تشخیص صورت می‌گیرد (فصل 9). ترکیب واسطه آنزیم مناسبی را حمل می‌کند که بسته به سیستم سنجش ممکن است تشکیل مولکول رنگزا (رنگی) دهد که به طور مستقیم مشاهده می‌شود و یا نورتابی شیمیایی تولید می‌کند که توسط اتورادیوگرافی شناسایی می‌شود.

حداقل دو منبع کاوشگر برای غربال کتابخانه ژنومی وجود دارد. اول، DNA کلون شده یک موجود خویشاوند نزدیک (کاوشگر هترولوگ) می‌تواند استفاده ‌شود. در این حالت شرایط واکنش هیبریداسیون را می‌توان با مجوز عدم تطابق قابل توجه بین کاوشگر و DNA هدف با جبران تفاوت‌های طبیعی بین دو توالی تنظیم کرد. دوم، یک کاوشگر می‌تواند به روش شیمیایی سنتز شود. توالی نوکلئوتیدی یک کاوشگر مصنوعی بر اساس توالی نوکلئوتیدی احتمالی است که از توالی اسید آمینه شناخته شده پروتئین کد شده توسط ژن هدف استنباط می‌شود.

کتابخانه‌های ژنومی اغلب توسط اندودن (پلیت) سلول‌های ترانسفورم شده روی محیط کشت پلیت اصلی و سپس انتقال نمونه‌هایی از هر کلونی به یک ماتریس جامد، مانند غشا نایلونی یا نیتروسلولزی غربال می‌شوند. غشای سلول‌ها شکسته (لیز) می‌شود، پروتئین حذف می‌گردد و DNA به غشا متصل می‌شود. در این مرحله یک کاوشگر نشاندار شده اضافه می‌گردد و اگر هیبریداسیون رخ دهد سیگنال‌هایی بر روی اتورادیوگراف نمایان می‌شود. کلونی‌های پلیت اصلی که با نمونه‌های حاوی DNA هیبرید شده مطابقت دارند جدا شده و کشت می‌گردد (شکل 22.3).
از آنجا که بیشتر کتابخانه‌ها از هضم‌های ناقص DNA ژنومی ایجاد شده‌اند تعدادی از کلونی‌ها ممکن است به کاوشگر پاسخ مثبت دهند. کار بعدی تعیین کلون‌هایی است که شامل توالی کامل ژن هدف می‌باشند (در صورت وجود). تجزیه و تحلیل مقدماتی که از نتایج حاصل از ژل الکتروفورز و نقشه‌برداری اندونوکلئازهای برشی استفاده می‌کند طول قطعه مورد نظر (اینزرت) را نشان می‌دهد و قطعاتی (اینزرت‌ها) که یکسان هستند و بخشی از توالی‌های همپوشان هستند را شناسایی می‌کند. اگر یک قطعه الحاقی (اینزرت) در هر کلون به اندازه‌ای بزرگ باشد که کل ژن را شامل شود، می‌توان ژن کامل را پس از توالی‌یابی DNA تشخیص داد زیرا دارای کدون‌های شروع و پایان و مجموعه‌ای به هم پیوسته از نوکلئوتیدهایی است که برای پروتئین هدف کد می‌شوند. در روشی دیگر، یک ژن می‌تواند با استفاده از توالی‌های همپوشان کلون‌های مختلف مونتاژ شود. متاسفانه هیچ تضمینی وجود ندارد که توالی کامل یک ژن هدف در یک کتابخانه خاص وجود داشته باشد. اگر جستجو برای یک ژن سالم موفق نباشد، بنابراین کتابخانه دیگری می‌تواند با اندونوکلئاز برشی متفاوتی ایجاد شود و با کاوشگر اصلی و یا کاوشگرهای مشتق شده از کتابخانه اول غربال شود. از سوی دیگر، کتابخانه‌هایی که حاوی قطعات DNA بزرگتر از متوسط ژن پروکاریوتی هستند می‌توانند با ناقل‌های تخصصی ایجاد شوند برای افزایش شانس این که برخی از اعضای کتابخانه یک نسخه کامل از ژن مورد نظر را حمل کنند.
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شکل 22.3 غربال یک کتابخانه توسط DNA کاوشگر نشاندار شده (هیبریداسیون کلونی). سلول‌های حاصل از واکنش ترانسفورماسیون بر روی محیط کشت آگار جامد پلیت می‌شوند (اندودن) در شرایطی که فقط ترانسفورم‌ها مجاز به رشد هستند. (1) از هر کلونی مجزای تشکیل شده روی پلیت اصلی، یک نمونه به ماترس جامد مانند غشا نیتروسلولز و یا نایلونی منتقل می‌شود. الگوی کلونی‌های پلیت اصلی بر روی ماتریس حفظ می‌شود. (2) سلول‌های روی ماتریس لیز شده، DNA رها شده دناتوره می‌شود، پروتئین حذف می‌گردد و DNA به صورت غیر قابل برگشت به ماتریس متصل می‌شود. (3) DNA کاوشگر نشاندار شده تحت شرایط هیبریداسیون به ماتریس اضافه می‌شود. پس از شستشوی مولکول‌های کاوشگر هیبرید نشده، ماتریس توسط اتورادیوگرافی برای تعیین سلول‌های دارای DNA نشاندار شده پردازش می‌شود. (4) یک کلونی روی پلیت اصلی که مطابق با ناحیه پاسخ مثبت به فیلم اشعه ایکس است شناسایی می‌شود. سلول‌ها از کلونی‌های مثبت روی پلیت اصلی مجدداً کشت می‌شوند زیرا آنها ممکن است سازه DNA کلون شده-پلاسمید مورد نظر را حمل کنند.

غربالگری با استفاده از روش ایمونولوژیک
وقتی DNA کاوشگر موجود نیست از روش‌های جایگزین برای غربال یک کتابخانه استفاده می‌شود. برای مثال، اگر توالی DNA کلون شده رونویسی و ترجمه شود، حضور پروتئین و یا حتی بخشی از آن می‌تواند با روش ایمونولوژیک تعیین شود. از لحاظ تکنیکی، این روش نسبت به روش هیبریداسیون DNA بسیار معمول است. تمام کلونی‌های کتابخانه روی چندین پلیت اصلی کشت می‌شود. نمونه‌ای از هر کلونی به یک مکان مشخص روی ماتریس منتقل می‌شود که در آنجا سلول‌ها لیز می‌شوند و پروتئین‌های رها شده به ماتریس متصل می‌شوند. ماتریس و پروتئین‌های متصل شده با یک آنتی‌بادی (آنتی‌بادی اولیه) تیمار می‌شود که به طور اختصاصی به پروتئین کد شده توسط ژن هدف متصل می‌شود.

همراه با واکنش آنتی بادی اولیه با پروتئین هدف (آنتی‌ژن)، هر آنتی‌بادی متصل نشده شسته و خارج می‌شود و ماتریس با دومین آنتی‌بادی (آنتی‌بادی ثانویه) تیمار می‌شود که مخصوص آنتی بادی اولیه است. در بسیاری از سیستم‌های سنجش، آنتی‌بادی ثانویه دارای یک آنزیم  مانند آلکالین فسفاتاز است که به آن متصل می‌باشد. پس از شستن ماتریس، یک بستر (سوبستریت) بی‌رنگ اضافه می‌شود. اگر آنتی‌بادی ثانویه به آنتی‌بادی اولیه متصل شود، بستر بی‌رنگ توسط آنزیم متصل شده هیدرولیز می‌شود و یک ترکیب رنگی تولید می‌کند که در محل واکنش (شکل 23.3) تجمع می‌یابد. کلونی‌های روی پلیت اصلی که با نتایج مثبت بر روی ماتریس مطابقت دارد (نقاط رنگی) شامل یا یک ژن سالم و یا بخشی از ژن است که برای تولید یک محصول پروتئینی به اندازه کافی بزرگ است که توسط آنتی‌بادی اولیه تشخیص داده می‌شود. پس از آشکارسازی کتابخانه‌های ژنومی DNA به روش ایمونو، کلون مثبت باید برای تعیین حمل کننده ژن کامل (در صورت وجود) مشخص شود.

غربال‌گری به وسیله فعالیت پروتئین
هیبریداسیون DNA و آزمایشات ایمونولوژیک برای بسیاری از انواع ژن‌ها و محصولات ژنی به خوبی عمل می‌کنند. اگر ژن هدف آنزیمی را تولید کند که به طور طبیعی توسط سلول میزبان ساخته نمی‌شود، سنجش مستقیم پلیت (در محل) می‌تواند ابداع شود برای شناسایی اعضای یک کتابخانه که حامل ژن خاص کد کننده آن آنزیم می‌باشند.
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شکل 23.3 غربال‌گری ایمونولوژیک یک کتابخانه ژنی (آزمایشات ایمونولوژیک کلونی). سلول‌های حاصل از واکنش ترانسفورماسیون بر روی محیط کشت آگار جامد پلیت می‌شوند (اندودن) در شرایطی که فقط ترانسفورم‌ها مجاز به رشد هستند. (1) از کلونی‌های مجزای تشکیل شده روی پلیت اصلی، یک نمونه از هر کلونی به ماترس جامد مانند غشا نیتروسلولز و یا نایلونی منتقل می‌شود. (2) سلول‌های روی ماتریس لیز شده و پروتئین آن‌ها به ماتریس متصل می‌شود. (3) ماتریس تیمار می‌شود با یک آنتی‌بادی اولیه که تنها به پروتئین هدف متصل می‌شود. (4) آنتی‌بادی اولیه متصل نشده شسته و خارج می‌شود و ماتریس با یک آنتی‌بادی ثانویه تیمار می‌شود که تنها به آنتی‌بادی اولیه متصل می‌شود. (5) هر آنتی‌بادی ثانویه متصل نشده شسته و خارج می‌شود و یک واکنش سنجش رنگ انجام می‌شود. واکنش تنها در صورتی رخ دهد که آنتی‌بادی ثانویه متصل به یک آنزیم (E) انجام دهنده واکنش وجود داشته باشد. (6) کلونی روی پلیت اصلی که مطابق با پاسخ مثبت در ماتریس است شناسایی می‌شود. سلول‌ها از کلونی‌های مثبت روی پلیت اصلی مجدداً کشت می‌شوند زیرا ممکن است آن‌ها حامل سازه DNA هدف-پلاسمید باشند که پروتئینی را که به آنتی‌بادی اولیه متصل می‌شود کد می‌کنند.

ژن‌های α-آمیلاز، اندوگلوکاناز، بتا گلوکوزیداز و بسیاری از آنزیم‌های دیگر از موجودات مختلف به این روش جداسازی شده‌اند. ثابت شده است که این روش برای جداسازی ژن‌های کد کننده آنزیم‌های مفید در بیوتکنولوژی از میکروارگانیسم‌های موجود در نمونه‌های محیطی موثر است. بسیاری از موجودات زنده موجود در این نمونه‌ها نمی‌توانند خارج از محیط طبیعی خود و در آزمایشگاه رشد کنند. بهرحال کل DNA ژنومی این موجودات می‌تواند به طور مستقیم از نمونه استخراج شود، برای مثال یک نمونه خاک، و برای تهیه یک کتابخانه متاژنومیک استفاده شود که می‌تواند در باکتری میزبان مانند E. coli بیان شود و از فعالیت پروتئین هدف جدا شود. این روش جداسازی بسیاری از پروتئین‌های جدید با خواص جالب توجه را بدون نیاز به کشت اول میکروارگانیسم طبیعی میزبان فراهم می‌کند.

در برخی موارد سلول‌های یک کتابخانه ژنومی بر روی محیط حاوی یک سوبسترای خاص پلیت می‌شوند(اندودن)؛ اگر سوبسترا هیدرولیز شود یک واکنش سنجش رنگ، کلونی حامل ژن هدف را مشخص می‌کند (شکل 24.3). به عنوان مثال برای تشخیص ژن لیپاز باکتریایی کلون شده، سلول‌های ترانسفورم شده در حضور تریولئوگلیسرول (trioleoglycerol) و رنگ فلورسنت رودامین B (rhodamine B) رشد می‌کنند. در نتیجه هیدرولیز سوبسترا، کلونی‌های مثبت وقتی که در معرض نور ماوراء بنفش قرار می‌گیرند دارای هاله‌های فلورسنت پرتقالی می‌شوند. دیگر سیستم‌های تشخیص به واکنش سنجش رنگ برای کشف یک ژن خاص استناد نمی‌کنند. به عنوان مثال یک سلول ترانسفورم شده به وسیله هم یوغی (conjugated) ژن هیدرولاز اسید صفراوی ازLactobacillus plantarum با رشد اعضای کتابخانه ژنومی در حضور نمک‌های صفراوی آشکار می‌شود. در این حالت، یک کلونی هیدرولاز مثبت به راحتی شناسایی می‌شود زیرا با یک حلقه رسوبی، بدون اسیدهای صفراوی احاطه شده است. مکمل عملکردی (ژنتیکی) روش مفید دیگری برای جدا کردن ژن‌های کد کننده آنزیم‌ها می‌باشد. در این روش، سلول میزبان فعالیت آنزیمی ندارد زیرا ژن کد کننده آنزیم حامل جهشی است که فعالیت آنزیم را از بین برده است. در مرحله بعد، یک کتابخانه DNA ساخته می‌شود که حامل قطعات DNA ژنومی از یک موجود زنده می‌باشد که دارای فعالیت آنزیمی مطلوب است. سلول‌های میزبان دارای نقص ژنتیکی با پلاسمیدهای کتابخانه DNA ترانسفورم می‌شوند و سلول‌های ترانسفورم شده که دارای عملکرد طبیعی آنزیم می‌باشند انتخاب می‌شوند (شکل 25.3). DNA ژنومی که برای تهیه کتابخانه استفاده می‌شود می‌تواند از انواع موجودات بخشنده باشد، مانند سویه وحشی باکتری میزبان که یک کپی کاربردی از ژن کد کننده آنزیم را حمل می‌کند، یا موجود متفاوتی باشد که می‌تواند پروکاریوتی دیگر یا یک یوکاریوت، و یا موجودات کشت نشده موجود در یک نمونه محیطی باشد. سلول‌های E. coli و مخمر با جهش‌هایی که مسیرهای مختلف بیوشیمیایی را تحت تاثیر قرار می‌دهند غالباً به عنوان سلول‌های میزبان برای مکمل کاربردی همسانه‌سازی ژن استفاده می‌شوند. در بسیاری از این آزمایش‌ها، پروتئین مشتق شده از ژن کلون شده، سلول میزبان را قادر به رشد در محیط حداقل می‌نماید. در حالی که رشد سلول‌های جهش یافته نیازمند افزودن یک ترکیب خاص به محیط می‌باشد. به علاوه ژن‌هایی که نقشی در بیوسنتز آنتی‌بیوتیک، گره ریشه، و فرآیندهای دیگر دارند به این روش جدا می‌شوند.
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شکل 3.24 غربال کردن ژنومی یک کتابخانه برای فعالیت آنزیم. سلول‌های یک کتابخانه ژنومی بر روی محیط جامد حاوی سوبسترا برای آنزیم مورد نظر پلیت می‌شوند (اندودن). اگر یک کلونی حامل ژن کلون شده کد کننده آنزیم، یک آنزیم دارای عملکرد تولید کند، سوبسترا به یک فرآورده رنگی تبدیل می‌شود که به راحتی قابل مشاهده است. توجه داشته باشید که کلونی‌های فاقد رنگ روی محیط نیز حاوی قطعاتی از کتابخانه ژنومی می‌باشند اما آنها ژن کد کننده آنزیم را حمل نمی‌کنند.

دسترسی به توالی‌های ژنومی بسیاری از موجودات زنده در نواحی کد کننده پروتئین که شناسایی شده است و در بسیاری از موارد یک عملکرد شناخته شده و یا پیش بینی شده را تعیین می‌کند، در برخی کاربردها نیاز به غربال کتابخانه ندارد. اینجا توالی نوکلئوتیدی ژن مورد نظر شناخته شده است، ژن می‌تواند کلون شود با طراحی آغازگرهای الیگونوکلئوتیدی کوتاهی که به طور خاص به توالی‌های مکمل ژن هدف در یک نمونه از DNA ژنومی متصل می‌شوند و DNA سنتز شده می‌تواند در یک واکنش PCR وارد شود (فصل 4).
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شکل 25.3 همسانه‌سازی ژن توسط مکمل عملکردی. سلول‌هایی از میزبان که در یک عملکرد خاص معیوب هستند (-A) با پلاسمیدهای یک کتابخانه ژنومی مشتق شده از سلول‌های دارای عملکرد طبیعی A (+A) ترانسفورم می‌شوند. فقط سلول‌های ترانسفورم شده که حامل یک ژن کلون شده می‌باشند و عملکرد +A را ایجاد می‌کنند روی محیط حداقل رشد خواهند کرد. سلول‌هایی که مکمل هستند جدا می‌شوند و قطعه اینزرت ناقل برای توصیف ژنی که نقص در سلول‌های میزبان جهش یافته را تصحیح می‌کند مورد مطالعه قرار می‌گیرد.

همسانه‌سازی توالی‌های DNA کد کننده پروتئین‌های یوکاریوتی
روش‌های خاصی برای همسانه‌سازی و بیان نواحی کد کننده یوکاریوتی در سلول‌های پروکاریوتی مورد نیاز است. در واقع، یک ژن ساختاری یوکاریوتی در یک موجود پروکاریوت عمل نمی‌کند زیرا هیچ مکانیسمی برای حذف اینترون‌ها از رونوشت RNA وجود ندارد. علاوه بر این، توالی‌های DNA یوکاریوتی برای اینکه به درستی بیان شوند به توالی‌های کنترل کننده رونویسی و ترجمه پروکاریوتی نیاز دارند. داخل پرانتز، یک ژن پروکاریوتی کلون شده نیز دارای همین محدودیت می‌باشد مگر اینکه قطعه الحاقی (اینزرت) توالی‌های تنظیمی را حمل کند که با سیستم‌های رونویسی و ترجمه سلول میزبان سازگار ‌باشد. برای ژن‌های یوکاریوتی، "مشکل اینترون" به وسیله سنتز نسخه‌های DNA دو رشته‌ای (DNA مکمل [cDNA]) از مولکول‌های RNA پیک استخراج شده (mRNA) که فاقد اینترون می‌باشند حل شده است و مولکول‌های cDNA برای ایجاد یک کتابخانه cDNA به داخل یک ناقل کلون می‌شوند. یک کتابخانه cDNA اغلب نشان‌دهنده توالی‌های mRNA یک بافت خاص می‌باشد. mRNA یوکاریوتی دارای عملکرد فاقد اینترون می‌باشد زیرا اینترون‌ها توسط فرآیند پیرایش سلول یوکاریوتی حذف شده‌اند. mRNA دارای یک کلاهک G در انتهای '5 و یک رشته با حدود 200 اسید آمینه آدنین [دم پلی (A)] در انتهای '3 می‌باشد. دم پلی (A) وسیله‌ای فراهم می‌کند برای جداسازی جز mRNA یک بافت از RNA ریبوزومی (rRNA) و RNA ناقل (tRNA) که به وفور یافت می‌شوند. زنجیره‌های کوتاهی از 15 اسید آمینه تیمیدین (الیگودئوکسی تیمیدیلیک اسید [الیگو (dT)، یا dT15]) به دانه‌های سلولزی متصل می‌شوند و الیگو (dT)-دانه‌های سلولزی به صورت یک ستون بسته‌بندی می‌شوند. کل RNA استخراج شده از سلول‌های یوکاریوتی یا بافت‌ها، از میان ستون الیگو (dT)-سلولز عبور می‌کند و دم‌های پلی (A) مولکول‌های mRNA از طریق جفت شدن بازها به زنجیره‌های الیگو (dT) متصل می‌شوند. مولکول‌های  tRNAو rRNA که فاقد دم‌های پلی (A) می‌باشند از میان ستون عبور می‌کنند. mRNA به وسیله تیمار با یک بافر که پیوندهای هیدروژنی A:Tرا می‌شکند از ستون حذف می‌شود (شستن) و در نتیجه mRNA‌های جفت شده رها می‌شوند (شکل 26.3). قبل از اینکه مولکول‌های mRNA در یک ناقل کلون شوند، آنها باید به DNA دو رشته‌ای تبدیل شوند. این سنتز با استفاده متوالی از دو نوع اسید نوکلئیک پلی‌مراز مختلف انجام می‌شود. رونوشت بردار معکوس اولین رشته DNA را سنتز می‌کند و DNA پلی‌مراز I E. coli رشته دوم را سنتز می‌کند (شکل 27.3). 
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شکل 26.3 شکل شماتیک جداسازی mRNA پلی آدنیله شده از کل RNA سلولی به روش الیگو (dT)-سلولز.

پس از اینکه جز mRNA استخراج شد، توالی‌های کوتاه مولکول‌های متصل نشده الیگو (dT) همراه با آنزیم رونوشت بردار معکوس و چهار dNTP به نمونه اضافه می‌شوند. یک مولکول الیگو (dT) با اسید آمینه‌های آدنین دم پلی (A) mRNA جفت می‌شود و گروه ′3 هیدروکسیل قابل دسترس را برای سنتز رشته اول cDNA فراهم می‌کند.

رونوشت بردار معکوس که توسط RNA ویروسی خاصی (رتروویروس) کد می‌شود، از یک رشته RNA به عنوان الگو استفاده می‌کند و دئوکسی ریبونوکلئوتیدها را به زنجیره در حال رشد هدایت می‌کند. بنابراین زمانی که با یک نوکلئوتید A، G، C یا U از رشته RNA الگو مواجه می‌شود، دئوکسی ریبونوکلئوتید مکمل آن (به عنوان مثال T، C، G یا A) را به رشته DNA در حال رشد اضافه می‌کند. متاسفانه در شرایط آزمایشگاهی تمام طول رشته اول cDNA توسط رونوشت بردار معکوس تولید نمی‌شود. سنتز رشته‌های DNA ناقص اولیه به علت ناتوانی رونوشت بردار معکوس برای پیش رفتن تا انتهای mRNA الگو، فراوانی توقف آنزیم در طول سنتز و جفت شدن درون رشته‌ای (ساختار ثانویه) متوقف می‌شود. ثانیاً رشته‌های مکمل DNA به وسیله تیمار مولکول‌های RNA-DNA (هترودوپلکس) با ریبونوکلئازH  (RNase H) تولید می‌شوند که با ایجاد شکاف در رشته‌های mRNA، گروه ′3 هیدروکسیل آزاد برای شروع سنتز DNA فراهم می‌شود. سنتز رشته دوم از شکاف‌ها پیشرفت می‌کند، فعالیت '5 اگزونوکلئازی DNA پلی‌مراز I هر نوکلئوتیدی را که با آن برخورد کند حذف می‌کند. طول احتمالی رشته دوم به طول رشته اول DNA و محل نیک (شکاف) در مولکول mRNA نسبت به انتهای '3 رشته اول DNA بستگی دارد. سنتز رشته دوم اغلب چند نوکلئوتید از انتهای '5 mRNA شروع می‌شود. به دست آوردن طول کامل برخی از cDNAها برای همسانه‌سازی معمولاً یک مشکل نیست زیرا بیشتر mRNAهای یوکاریوتی دارای توالی‌های رهبر غیر کد کننده با طول 40 تا 80 نوکلئوتید می‌باشند و قبل از توالی کد کننده قرار دارند. به عبارت دیگر، تعداد کمی از cDNAها دارای یک توالی کد کننده پروتئینی کامل و یک توالی رهبر ناقص خواهند بود. پس از خاتمه سنتز رشته دوم DNA، انتهای مولکول‌های cDNA توسط  DNA T4پلی‌مراز که امتدادهای '3 را حذف می‌کند و انتهای فرورفته '3 را پر می‌کند صاف (انتهای تعمیر شده، یا جلا داده شده) می‌شود. آداپتورهای دارای امتدادهای توالی تشخیص اندونوکلئاز برشی به صورت شیمیایی سنتز می‌شود که برای تسهیل همسانه‌سازی cDNA به انتهای مولکول‌های cDNA متصل می‌گردد (شکل 27.3).

برای شناسایی کلون‌های حامل سازه پلاسمید-cDNA، کتابخانه cDNA به وسیله هیبریداسیون DNA غربال می‌شود. برای تعیین کلون‌ (کلون‌های) حامل توالی کامل پروتئین هدف کلون‌های مثبت باید بیشتر بررسی شوند. هرگاه cDNA با طول کامل ساخته شود، توالی می‌تواند بازیابی و داخل یک ناقل که برای تقویت بیان در یک سلول پروکاریوتی طراحی شده است کلون گردد.

همانطور که در بالا اشاره شد پروتکل‌های استاندارد سنتز cDNA، دو مولکول کامل (طول کامل) و ناقص را تولید می‌کند. متاسفانه، زمان و تلاش بسیار برای شناسایی کلون‌های یک کتابخانه cDNA با طول کامل توالی خسته‌کننده می‌باشد. روش‌های مختلفی برای غلبه بر این مشکل ابداع شده است.
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شکل 27.3 سنتز cDNA. (الف) آغازگر الیگو (dT) به mRNA استخراج شده اضافه می‌شود و رونوشت بردار معکوس همراه با چهار dNTP برای تولید رشته مکمل RNA الگو (cDNA) استفاده می‌شود. رونوشت بردار معکوس همیشه از هر mRNA الگو نسخه‌های cDNA با طول کامل تولید نمی‌کند که به علت ساختار ثانویه mRNA به عنوان مثال، حلقه‌های سنجاق سر و یا عوامل دیگر می‌باشد. برای سنتز رشته دوم DNA، mRNA به وسیله H RNase شکافته می‌شود که مکان‌های شروع را برای DNA پلی‌مراز I باکتری  E. coli ایجاد می‌کند. فعالیت '5 اگزونوکلئازی DNA پلی‌مراز I، توالی‌های RNA و DNA‌ایی را که در سنتز با آن‌ها مواجه می‌شود از شکاف نزدیک به انتهای '5 mRNA حذف می‌کند. (ب) مولکول‌های cDNA در پایان با T4 DNA پلی‌مراز ترمیم می‌شوند و آداپتورهای حاوی توالی‌های تشخیص آنزیم‌ برشی برای افزایش کارایی همسانه‌سازی به دو انتها متصل می‌شوند.
یک روش تولید مولکول‌های cDNA با طول کامل بر اساس PCR است که در فصل 4 ارائه شده است. در اینجا یک روش چند مرحله‌ای برای به دست آوردن رشته اول cDNA با طول کامل شرح داده شده است که به عنوان الگو برای سنتز رشته دوم استفاده می‌شود (شکل 28.3). به طور خلاصه، آغازگر برای سنتز رشته اول DNA یک توالی پلی دئوکسی تیمیدیلیک اسید [پلی (dT)] در انتهای '3 یک توالی اسید نوکلئیک مصنوعی است که همچنین شامل یک توالی تشخیص برای اندونوکلئاز برشی می‌باشد. این عملکرد دوگانه اولیگونوکلئوتیدها آغازگر-آداپتور نامیده می‌شود. دی ساکارید تری هالوز به واکنش رونوشت بردار معکوس برای تثبیت آنزیم اضافه می‌شود و اجازه می‌دهد سنتز DNA در درجه حرارت بالا ادامه یابد. ساختار ثانویه (به علت جفت شدن درون رشته‌ای بازها) در mRNA‌ها به وسیله دمای بالا مجزا می‌شود و احتمال این که مولکول‌های کامل سنتز شوند افزایش خواهد یافت. به علاوه یکی از چهار dNTP در مخلوط واکنش رونوشت بردار معکوس 5-متیل-dCTP است که در رشته در حال رشد گنجانده می‌شود. حضور گروه‌های متیل در یک رشته از DNA دو رشته‌ای (همی متیلاسیون)، DNA را از شکسته شدن توسط اندونوکلئازهای برشی محافظت می‌کند. این تغییر DNA برای مرحله نهایی روش بسیار مهم است. 
پس از سنتز رشته اول، بیوتین به صورت شیمیایی به قندهای ریبوز نوکلئوتید کلاهک در انتهای '5 و نوکلئوتید انتهای '3 مولکول‌های mRNA متصل می‌شود. دئوکسی ریبوز تحت این شرایط بیوتینیله نمی‌شود. در مرحله بعد، مولکول‌های هیبرید RNA-DNA با I RNase تیمار می‌شوند. این آنزیم RNA تک رشته‌ای را می‌شکند؛ به RNA‌ای که با DNA جفت شده و یا رشته‌های DNA حمله نمی‌کند. در نتیجه، دو ناحیه '5 تک رشته‌ای از mRNA همراه با cDNA ناقص و قطعات جفت نشده دم‌های پلی (A) مولکول‌های mRNA تجزیه می‌شوند. رشته‌های mRNA‌ای که به طور کامل به رشته‌های cDNA سنتز شده‌اند تحت تاثیر این آنزیم قرار نمی‌گیرند. سپس نمونه با مهره‌های مغناطیسی پوشیده شده با استرپتاویدین مخلوط می‌گردد. بیوتین میل ترکیبی زیادی با استرپتاویدین دارد. پس از تیمار با I RNase، فقط مولکول‌های هیبرید بیوتینیله شده RNA-DNA با یک کلاهک بیوتینیله باقی می‌مانند. به عبارت دیگر، فقط cDNA‌های با طول کامل دستگیر می‌شوند زیرا انتهای ′5 mRNA با cDNA جفت می‌شود و بنابراین از شکسته شدن توسط I RNase محافظت می‌شود و مولکول بیوتین متصل شده رها می‌شود. یک آهنربا برای جدا کردن مهره از محلول استفاده می‌شود. سپس RNA هیبرید DNA-RNA متصل شده به استرپتاویدین با RNase H هیدرولیز می‌شود که RNA جفت شده جدا می‌شود و رشته‌های cDNA با طول کامل در محلول رها می‌شوند.

از آنجا که توالی‌ انتهای '3 رشته اول  cDNAشناخته شده نیست، ردیفی از نوکلئوتیدهای گوانین به انتهای '3 هیدروکسیل اضافه می‌شود برای تهیه توالی مکمل آغازگر DNA که آغاز کننده سنتز رشته دوم cDNA می‌باشد. افزودن نوکلئوتیدهای گوانین توسط آنزیم ترمینال دئوکسی نوکلئوتیدیل ترانسفراز انجام می‌شود، که dNTP‌ها را یکی پس از دیگری با تشکیل پیوند فسفو دی استر به انتهای '3 هیدروکسیل یک پلی نوکلئوتید در غیاب رشته الگو اضافه می‌کند. اگر فقط یک نوع dNTP در مخلوط واکنش ترمینال ترانسفراز موجود باشد (در این مورد dGTP) یک دم همو پلی‌مریک تشکیل می‌شود. پس از دم پلی دئوکسی گوانیلیک اسید [پلی (dG)]، یک آغازگر-آداپتور پلی دئوکسی سیتیدیلیک اسید [پلی (dC)] اضافه شده که با دم پلی (dG) جفت می‌شود و یک گروه '3 هیدروکسیل قابل دسترس را برای سنتز رشته دوم cDNA فراهم می‌کند. بخش آداپتور این اولیگونوکلئوتید شامل توالی مکان اندونوکلئاز برشی دیگری است. سنتز رشته دوم cDNA در دماهای بالا با DNA پلی‌مراز مقاوم به حرارت، RNase H و DNA لیگاز انجام می‌شود. با سنتز رشته اول cDNA، درجه حرارت بالا تاخوردگی درون رشته‌ای را کاهش می‌دهد و کارایی سنتز یک رشته با طول کامل را افزایش می‌دهد. dCTP در مخلوط dNTP که برای سنتز رشته دوم استفاده می‌شود متیله شده نیست. RNase H هر گونه RNA‌ رها شده از تیمار قبلی را حذف می‌کند و DNA لیگاز قطعات تهیه شده توسط باقیمانده تکه‌های RNA را متصل می‌کند. محصول نهایی، یک cDNA دو رشته‌ای با طول کامل است که با مکان‌های تشخیص متیله نشده اندونوکلئاز برشی در دو انتها تهیه شده است. این مکان‌ها توسط اندونوکلئاز برشی مناسب شکسته‌ شده‌ و داخل یک ناقل که دارای امتدادهای مکمل می‌باشد کلون می‌گردند. همی متیلاسیون توسط اتصال نوکلئوتیدهای متیله شده در طول سنتز رشته اول cDNA ایجاد می‌شود و cDNA را در صورتی که شامل مکان‌های اندونوکلئاز برشی مشابهی باشد که برای همسانه‌سازی استفاده شده است از شکستن محافظت می‌کند زیرا اندونوکلئازهای برشی مکان‌های متیله شده را برش نمی‌دهند.
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شکل 28.3 شکل شماتیک یک روش برای انتخاب و همسانه‌سازی‌ مولکول‌های cDNA با طول کامل. (1) mRNA استخراج شده (آبی) با یک الیگونوکلئوتید (آغازگر-آداپتور)، یک توالی الیگو (dT) و مکان اندونوکلئاز برشی (زرد) مخلوط می‌شود. (2) رونوشت بردار معکوس رشته اول cDNA را (قرمز) با 5-متیل- dCTP (جعبه‌های قرمز) به عنوان یکی از چهار dNTP سنتز می‌کند. دو رشته ناقص و کامل DNA سنتز می‌شود. (3) بیوتین (جعبه‌های آبی روشن مشخص شده با B) به انتهای مولکول‌های mRNA متصل می‌شود. مناطق در معرض RNase I به وسیله کروشه‌ مشخص شده‌اند. (4) قطعات تک رشته‌ای RNA توسط RNase I تخریب می‌شوند. (5) مولکول‌های بیوتینیله شده به مهره‌های مغناطیسی پوشیده شده با استرپتاویدین (صورتی) متصل می‌شوند. پس از تیمار با I RNase، تمام طول هیبریدهای RNA-DNA بیوتینیله می‌شود و در نتیجه آنها به استرپتاودین متصل می‌شوند. cDNA‌های ناقص بیوتینیله نیستند‌ و به استرپتاودین متصل نمی‌شوند. (6) تیمار RNase H، RNA هیبریدهای RNA-DNA متصل به استرپتاویدین را تخریب می‌کند و مولکول‌های رشته اول cDNA با طول کامل را آزاد می‌کند. (7) دم پلی (dG) به انتهای '3 هیدروکسیل رشته اول cDNA اضافه می‌شود. (8) یک الیگونوکلئوتید (آغازگر-آداپتور) با یک توالی الیگو دئوکسی سیتیدیلیک اسید [الیگو (dC)] و یک مکان اندونوکلئاز برشی (سبز) با دم الیگو دئوکسی گوانیلیک اسید [الیگو (dG)] جفت می‌شود و یک گروه '3 هیدروکسیل برای سنتز رشته دوم DNA به وسیله DNA پلی‌مراز مهیا می‌کند. (9) در طول سنتز رشته دوم cDNA توسط DNA پلی‌مراز، هیچ یک از dNTP‌ها متیله نمی‌شود‌. RNase H هر گونه RNA جفت شده باقیمانده را حذف می‌کند و DNA لیگاز قطعات DNA‌ایی را متصل می‌کند که از تکه‌های mRNA فرار کرده از تخریب به صورت درونی سنتز شده است. توالی آغازگر-آداپتور الیگو (dC) به عنوان یک الگو برای سنتز DNA از گروه '3 هیدروکسیل انتهای دم پلی (dG) عمل می‌کند. (10) cDNAهای نهایی با طول کامل توسط دو اندونوکلئاز برشی، یکی برای هر انتها، شکسته می‌شوند و داخل یک ناقل دارای امتدادهای مکمل کلون می‌شوند. همی متیلاسیون cDNA را از شکسته شدن توسط اندونوکلئازهای برشی‌های مورد استفاده برای همسانه‌سازی محافظت می‌کند زیرا این آنزیم‌ها نمی‌توانند مکان‌های اندونوکلئاز برشی متیله شده را برش دهند.
ناقل‌های همسانه‌سازی قطعات بزرگ DNA
باکتریوفاژ λ 

ناقل‌های مبتنی بر پلاسمید که برای همسانه‌‌سازی مولکول‌های DNA استفاده می‌شوند معمولاً DNA الحاق شده تا kb 10 را حمل می‌کنند. بهر حال برای تشکیل یک کتابخانه توانایی نگهداری قطعات بزرگتر DNA مفید می‌باشد. برای این منظور سیستم‌های همسانه‌سازی مختلفی با ظرفیت‌ بالا توسعه پیدا کرده است (جدول 7.3). ویروس λ E. coli (باکتریوفاژ یا فاژ) به عنوان یک ناقل برای الحاق در محدوده kb 15 تا kb 20 مهندسی شده است.

پس از اینکه باکتریوفاژ λ با تزریق DNA خود باکتری E. coli را آلوده کرد دو امکان برای زیستن پیدا می‌کند. می‌تواند وارد چرخه لایتیک شود که پس از 20 دقیقه، منجر به لیز شدن سلول میزبان و رها شدن حدود 100 ذره فاژ می‌گردد. در روش دیگر، DNA باکتریوفاژ λ تزریق شده می‌تواند به عنوان یک پروفاژ داخل کروموزوم  E. coli الحاق شود و می‌تواند از طریق تقسیمات سلولی‌ متوالی به عنوان یک مهمان بی‌خطر (لیزوژن) نگهداری شود (شکل 29.3). با این حال در شرایط استرس تغذیه‌ای و یا محیطی، DNA باکتریوفاژ λ ملحق شده در کروموزوم جدا شده و وارد چرخه لایتیک می‌شود. DNA باکتریوفاژ λ حدود kb 50 طول دارد که تقریباً kb 20 آن برای رویدادهای ادغام-حذف (I/E) ضروری می‌باشد. استدلال شد که برای تشکیل کتابخانه ژنومی این kb 20 از DNA می‌تواند با kb 20 از DNA کلون شده جایگزین شود و سپس این مولکول DNA ترکیبی می‌تواند به عنوان یک باکتریوفاژ λ "نوترکیب" از طریق چرخه اجباری لایتیک دائمی شود. برای درک چگونگی عملکرد سیستم‌های همسانه‌سازی باکتریوفاژ λ فهم برخی از جنبه‌های مولکولی چرخه لایتیک لازم می‌باشد. باکتریوفاژ λ عفونی شامل یک دم پروتئینی لوله‌ای شکل و یک دم پروتئینی رشته‌ای به همراه یک سر پروتئینی می‌باشد که با kb 50 DNA بسته‌بندی شده است. تولید و مونتاژ سر و دم و بسته‌بندی DNA زنجیره بسیار هماهنگی از وقایع می‌باشد. DNA داخل سر یک ذره λ، یک مولکول خطی kb 50 به همراه یک امتداد تک رشته‌ای 12 بازی در انتهای '5 هر رشته می‌باشد. این امتدادها، انتهای چسبناک (cos) نامیده می‌شوند زیرا حاوی توالی‌هایی هستند که مکمل یکدیگر می‌باشند. بعد از تزریق DNA λ از طریق دم به E.coli، دو انتهای cos برای تشکیل یک مولکول DNA حلقوی جفت می‌شوند. طی مراحل اولیه چرخه لایتیک، همانندسازی از مولکول حلقوی DNA یک فرم خطی از DNA  λ ایجاد می‌کند که از چندین واحد به هم پیوسته با طول kb 50 یعنی کانکاتامر تشکیل شده است (شکل 30.3الف).

جدول 3.7 ظرفیت الحاق برخی از سیستم‌های ناقلی که عموماً مورد استفاده قرار می‌گیرند
	سیستم ناقل
	سلول میزبان
	ظرفیت الحاق (kb)

	پلاسمید
	E. coli
	10-1/0

	باکتریوفاژ λ
	E. coli/ λ
	20-10

	کاسمید
	E. coli
	45-35

	فاژمید
	E. coli
	45-35

	باکتریوفاژ P1
	E. coli
	100-80

	BAC
	E. coli
	300-50

	باکتریوفاژ P1 مشتق شده از کروموزوم مصنوعی
	E. coli
	300-100

	کروموزوم مصنوعی مخمر
	مخمر
	2000-100

	کروموزوم مصنوعی انسان
	سلول‌های انسانی کشت شده
	2000<
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شکل 29.3 چرخه زندگی باکتریوفاژ λ. لیزوژنی وقتی رخ می‌دهد که ژنوم باکتریوفاژ λ (قرمز) داخل کروموزوم میزبان (آبی) الحاق ‌شود. در غیر این صورت چرخه لایتیک آغاز می‌شود که از طریق لیز شدن سلولی منجر به تولید و انتشار حدود 100 ذره باکتریوفاژ در حدود 20 دقیقه پس از آلودگی می‌شود.

هر سر تازه مونتاژ شده با یک واحد kb 50 از DNA پر می‌شود و در نهایت برای تکمیل تشکیل یک ذره عفونی دم اضافه می‌گردد (شکل 30.3ب). kb 50 برای حجم سر باکتریوفاژ λ کافی است. اگر کمتر از kb 38 از DNA داخل سر بسته بندی شود یک ذره باکتریوفاژ غیرعفونی تولید می‌شود. بیشتر از kb 52 از DNA نمی‌تواند داخل سر گنجانده شود. محل توالی‌های cos که حدود kb 50 در طول DNA خطی λ از هم فاصله دارند تضمین می‌کند که هر سر دریافت کننده مقدار صحیحی از DNA ‌باشد. یک آنزیم در دهانه سر واقع شده است که توالی cos دو رشته‌ای را تشخیص می‌دهد و DNA را به عنوان DNA‌ای که به داخل سر الحاق می‌گردد در این مکان برش می‌دهد. با مخلوط کردن سرهای خالی استخراج شده، DNA باکتریوفاژ λ (kb50) و دم‌های مونتاژ شده، ذرات عفونی در یک لوله واکنش تولید می‌شوند. یکی از ناقل‌های همسانه‌سازی کشف شده از باکتریوفاژ λ دارای دو مکان BamHI است که در کنار ناحیه I/E واقع شده است. DNA استخراج شده این باکتریوفاژ پس از برش با BamHI سه قطعه ایجاد می‌کند. بازوی چپ (ناحیه L) دارای اطلاعات ژنتیکی برای تولید سر و دم است، بازوی راست (ناحیه R) ژن‌های همانندسازی DNA و لیز کننده سلولی را حمل می‌کند و قطعه وسط (I/E) دارای ژن‌هایی برای فرآیندهای الحاق و برش می‌باشد. هدف از این پروتکل مهندسی ژنتیک، جابجایی قطعه وسط (I/E) DNA  λ با DNA کلون شده می‌باشد که تقریباً kb 20 طول دارد (شکل 31.3).
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شکل 3.30 بسته‌بندی DNA باکتریوفاژ λ به داخل سر در طول چرخه لایتیک. (الف) همانندسازی DNA از فرم حلقوی باکتریوفاژ λ یک فرم خطی ایجاد می‌کند که دارای چندین طول‌ به هم پیوسته (کانکاتامر) از DNA باکتریوفاژ با واحدهای حدود kb 50 می‌باشد. (ب) هر سر تازه مونتاژ شده با یک واحد kb 50 از DNA λ قبل از اتصال دم مونتاژ شده پر می‌شود.

نمونهDNA  باکتریوفاژ λ پس از تیمار با BamHI برای بازوهای L و R با تفکیک اندازه و حذف قطعات I/E غنی می‌شود. منبع DNA با BamHI یا Sau3AI برش می‌خورد و قطعات DNA با 15 تا kb 20 طول جدا می‌شوند. منبع DNA هضم شده و مناطق L و R ترکیب می‌شوند و با DNA T4 لیگاز انکوبه می‌شوند. سپس سرهای خالی باکتریوفاژ و دم‌های مونتاژ شده اضافه می‌شوند. تحت این شرایط واحدهای kb 50 از DNA که شامل DNA الحاقی احاطه شده توسط نواحی L و R دارای انتهای cos می‌باشد داخل سرها بسته‌بندی شده و ذرات عفونی باکتریوفاژ تشکیل می‌گردد. دیگر فرآورده‌های حاصل از واکنش الحاق نمی‌توانند بسته بندی شوند زیرا آنها یا بیش از حد بزرگ (>kb 52) و یا خیلی کوچک (< kb38) می‌باشند. همچنین هر مولکول kb 50 از DNA بدون مبدا همانندسازی دارای عملکرد و انتهای cos نمی‌تواند دائمی شود. باکتریوفاژ λ نوترکیب متحمل چرخه‌های لایتیک می‌شود و به وسیله رشد در E. coli باقی می‌ماند. برای شناسایی باکتریوفاژ نوترکیب حامل ژن مورد نظر در کتابخانه باکتریوفاژ λ، مناطق خاص لیز شده (پلاک‌ها) که هر کدام شامل یک باکتریوفاژ نوترکیب می‌باشد به یک ماتریس حمل می‌شود و با کاوشگرهای DNA یا آنتی بادی‌ها غربال می‌گردد. برای هیبریداسیون DNA، پروتئین‌های باکتریوفاژ حذف می‌شوند و DNA دناتوره شده و به یک ماتریس متصل می‌گردد. برای سنجش ایمونولوژیک، پروتئین‌های کد شده توسط ژن‌های کلون شده که در طول چرخه لایتیک سنتز شده‌اند همراه با باکتریوفاژ و پروتئین‌های باکتریایی از طریق پلاک منتقل می‌شوند و پس از آن به ماتریس متصل می‌گردند. بر اساس مکان‌های دارای پاسخ‌ مثبت روی ماتریس، پلاک‌های مشابه بر روی پلیت اصلی مجدداً کشت داده می‌شوند برای تهیه یک منبع از باکتریوفاژ نوترکیب انتخابی که به صورت جداگانه در E. coli کشت گردد.
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شکل 31.3 سیستم همسانه‌سازی باکتریوفاژ λ. باکتریوفاژ λ برای داشتن دو مکان BamHI مجاور ناحیه I/E مهندسی می‌شود. برای همسانه‌سازی منبع DNA با BamHI برش می‌خورد و قطعاتی با اندازه حدود 15 تا kb20 جدا می‌شوند. DNA باکتریوفاژ λ نیز با BamHI برش می‌خورد و تفکیک اندازه قطعه I/E را حذف می‌کند. بازوهای L و R، به علاوه مولکول‌های 15 تا kb 20 از منبعDNA  با DNA T4 لیگاز مخلوط می‌شوند. واکنش الحاق تعدادی مولکول DNA مختلف تولید می‌کند از جمله منبع DNA الحاقی به تنهایی، ترکیب بازوهای L و R به تنهایی، و مولکول‌هایی که دارای یک مولکول منبع DNA احاطه شده توسط بازوهای L و R می‌باشند. در نهایت مولکول‌ها در شرایط آزمایشگاهی داخل سرهای باکتریوفاژ بسته‌بندی شده و پس از افزودن دم‌های مونتاژ شده ذرات عفونی تشکیل می‌شوند. باکتریوفاژ λ نوترکیب از طریق آلوده کردن E. coli دائمی می‌شود. برخی از فرآورده‌های الحاق شامل منبع DNA kb 50 ممکن است داخل سر بسته‌بندی شود اما از آنجایی که این DNA فاقد مبدا همانندسازی دارای عملکرد و انتهای cos است نمی‌تواند دائمی شود. سایر فرآورده‌های الحاق برای بسته‌بندی یا خیلی کوچک و یا خیلی بزرگ می‌باشند. در برخی از سیستم‌های همسانه‌سازی باکتریوفاژ λ (که در اینجا نشان داده نشده است)، با تنظیم شرایط الحاق جهت کمک به تشکیل کانکاتامر با پیروی از اینکه چگونه سرهای فاژ به طور طبیعی پر می‌شوند کارایی بالای بسته‌بندی به دست می‌آید.

کاسمیدها
ناقل‌های همسانه‌سازی با نام کاسمید می‌توانند حدود kb 45 از DNA کلون شده را حمل کنند و به عنوان پلاسمید در E. coli نگهداری شوند. کاسمید ترکیبی از ویژگی‌های ناقل‌های پلاسمیدی و باکتریوفاژ λ می‌باشد. به عنوان مثال کاسمیدی که به طور معمول استفاده می‌شود pLFR-5 است که دارای دو ناحیه cos (انتهای cos) از باکتریوفاژ λ که یک مکان اندونوکلئاز برشی ScaI را محصور می‌کنند، یک مکان همسانه‌سازی چندگانه با شش مکان تشخیص منحصر به فرد (HindIII، PstI، SalI، BamHI، SmaI و EcoRI)، یک مبدا همانندسازی DNA و یک ژن Tetr می‌باشد (شکل 32.3). قطعاتی از DNA با طول حدود kb 45 توسط سانتریفوژ شیب چگالی سوکروز از هضم ناقض منبع DNA توسط BamHI استخراج می‌شوند (شکل 32.3). pLFR-5 DNA (kb6) در ابتدا با ScaI و سپس با BamHI شکسته می‌شود. در نهایت دو نمونه DNA مخلوط و الحاق می‌شوند. برخی از فرآورده‌های الحاق دارای یک قطعه ~45kb از DNA الحاق شده بین دو قطعه‌ مشتق شده از هضم‌های DNA pLFR-5  می‌باشد. این مولکول‌ها حدود kb50 طول دارند و دارای توالی‌های cos با فاصله حدود kb50 می‌باشند. در نتیجه، این سازه‌های DNA به طور موفقیت آمیز داخل باکتریوفاژ λ در شرایط آزمایشگاهی بسته‌بندی می‌شوند. pLFR-5 بازسازی شده بدون DNA الحاق شده بسته‌بندی نمی‌شود. پس از تجمع ذرات باکتریوفاژ، DNA از طریق آلودگی به باکتری E.coli  تحویل داده می‌شود (شکل 32.3). دو انتهای cos که در طول بسته‌بندی در شرایط آزمایشگاهی شکسته شده بود، داخل سلول میزبان جفت می‌شود و می‌تواند DNA خطی را به حلقوی تبدیل ‌کند. این فرم حلقوی پایدار است و DNA کلون شده در سازه DNA الحاق شده-پلاسمید حفظ می‌شود زیرا ناقل DNA شامل مجموعه‌ای کامل از عملکرد پلاسمید می‌باشد. بهرحال ژن Tetr اجازه می‌دهد تا کلونی‌هایی که حامل کاسمید هستند در حضور تتراسایکلین رشد کنند. سلول‌های ترانسفورم نشده حساس به تتراسایکلین هستند و از بین می‌روند. 
[image: image36.jpg]cos
Scal
&

BamHI cos DN.

Tet' O

Sl S
£ekb & 3ll

BamHI
m AYATAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVA VA

lBamHI ANNANANNANNANNNNNS

o

T4 DNA
cos
) cos

! soms $

i-‘ﬂ-:b—i 03 56 sy ey

AT
cos sl

-

SUDNA i 00 kb (i iy
Bl e ]





شکل 32.3 سیستم همسانه‌سازی کاسمید. کاسمید شامل یک مبدا همانندسازی E. coli (ori) می‌باشد که به کاسمید اجازه می‌دهد به عنوان یک پلاسمید در E. coli حفظ شود؛ دو مکان cos سالم دارد که یک مکان ScaI را احاطه کرده است؛ دارای یک مکان BamHI نزدیک اما خارج از یکی از دو مکان  cos می‌باشد؛ و دارای یک ژن Tetr می‌باشد. منبع DNA با BamHI برش می‌خورد و بر اساس اندازه تفکیک می‌شود برای جدا کردن مولکول‌هایی که حدود kb45 طول دارند. DNA پلاسمید با ScaI و BamHI برش می‌خورد. دو نمونه DNA مخلوط شده و تحت تیمار با DNA T4 لیگاز قرار می‌گیرد. پس از الحاق، برخی از مولکول‌های DNA متصل شده دارای یک قطعه DNA kb45 الحاق شده داخل مکان BamHI پلاسمید می‌باشند؛ زمانی که این اتفاق می‌افتد دو توالی cos حدود kb 50 از هم فاصله می‌گیرند. این مولکول‌ها در شرایط آزمایشگاهی داخل سرهای باکتریوفاژ λ بسته‌بندی می‌شوند و پس از افزودن دم‌های مونتاژ شده، ذرات عفونی تشکیل می‌گردند. باکتریوفاژ λ عفونی یک مولکول DNA خطی با امتدادهای cos را به داخل E.coli تحویل می‌دهد. پس از ورود به سلول میزبان، دو انتهای cos جفت می‌شوند و DNA لیگاز سلول میزبان، شکاف‌ها را پر می‌کند. مولکول DNA حلقوی که به این روش ایجاد شده به عنوان یک پلاسمید در سلول میزبان باقی می‌ماند. در این حالت سلول‌های ترانسفورم شده می‌توانند شناسایی شوند زیرا آن‌ها به آنتی‌بیوتیک تتراسایکلین مقاوم هستند.

فاژمید یک نوع ناقل کاسمیدی است که بالای kb40 از DNA الحاق شده را حمل می‌کند و یک مکان cos برای بسته‌بندی باکتریوفاژ λ در شرایط آزمایشگاهی دارد. تفاوت بین کاسمید و فاژمید این است که مبدا همانندسازی یک فاژمید از فاکتور E. coli F (پلاسمید جنسی) مشتق شده است از این رو اینگونه نامگذاری شده است. مزیت فاژمیدها این است که آن‌ها ناقل‌های تک نسخه‌ای بسیار پایداری هستند، در حالی که کاسمیدها با تعداد نسخه زیادتر حفظ می‌شوند که اغلب منجر به حذف‌ و یا نوآرایی بخش‌هایی از DNA الحاق شده می‌شود.

باکتریوفاژهای دیگر E. coli برای ایجاد ناقل‌ها مورد استفاده قرار گرفته‌اند. به عنوان مثال ژنوم باکتریوفاژP1  115 kb طول دارد. سیستم ناقل P1 می‌تواند 80 تا kb100 از DNA الحاقی را حمل کند. مزایای استفاده از کاسمیدها و ناقل‌های دیگر مشتق شده از باکتریوفاژها دو چیز می‌باشد. اول اینکه ظرفیت این ناقل‌ها بیشتر از پلاسمیدها است که ژن‌های خوشه‌ای و ژن‌های بزرگ می‌توانند کلون شوند. دوم اینکه قطعه بزرگتری در ناقل کلون می‌شود به این معنی که برای یک ژن خاص کلون‌های کمتری از یک کتابخانه ژنومی باید غربال شوند.

سیستم‌های ناقل باکتریایی با ظرفیت بالا
سیستم ناقل حامل یک قطعه بسیار بزرگ (kb100<) برای تجزیه و تحلیل ژنوم‌های پیچیده یوکاریوتی مفید است. به عنوان مثال این نوع از سیستم‌های ناقلی جهت ایجاد کتابخانه برای توالی‌یابی ژنوم و برای حمل یک یا چند ژن سالم روی یک قطعه ضروری می‌باشند. یک کتابخانه ژنومی دارای قطعه الحاقی بزرگ در مقایسه با یک کتابخانه دارای قطعه الحاقی کوچک به احتمال زیاد شامل همه مواد ژنتیکی یک موجود با کلون‌های کمتر برای نگهداری می‌باشد (جدول 8.3).

جدول 8.3 برآورد تعداد کلون‌های مورد نیاز برای نشان دادن هر منطقه DNA در یک کتابخانه ژنومی با احتمال 99٪ در موجودات و ناقل‌های همسانه‌سازی مختلف 
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اندازه‌های داخل پرانتز برای ناقل‌های همسانه‌سازی، متوسط اندازه DNA الحاقی می‌باشد.

یک ناقل پلاسمیدی E. coli با تعداد نسخه کم که بر اساس سیستم همسانه‌سازی باکتریوفاژP1  می‌باشد برای همسانه‌سازی مولکول‌های DNA‌ایی که از 100 تا kb 300 طول دارند ابداع شده است. سازه‌های ناقل-DNA الحاقی این سیستم تحت عنوان کروموزوم‌های مصنوعی مشتق شده از باکتریوفاژ  P1نامیده می‌شوند. به طور مشابه، پلاسمید F E. coli (کپی فاکتور F، پلاسمید جنسی یا پلاسمید باروری) که به تعداد یک یا دو نسخه در هر سلول وجود دارد همراه با سیستم انتخاب ′lacZ ناقل‌های pUC برای ساخت یک ناقل همسانه‌سازی بسیار پایدار که DNA الحاقی با طول 50 تا kb300 را حمل می‌کند استفاده شده است. سازه‌های ناقل-DNA الحاقی مبتنی بر پلاسمیدF  که به طور گسترده مورد استفاده قرار می‌گیرند BAC نامیده می‌شوند.

ترانسفورماسیون ژنتیکی پروکاریوت‌ها
انتقال DNA به E.coli
فرآیند معرفی DNA آزاد به داخل سلول باکتریایی ترانسفورماسیون نامیده می‌شود. برای E. coli که سلول میزبان اصلی مطالعات DNA نوترکیب می‌باشد، جذب DNA پلاسمید معمولاً به وسیله تیمار سلول‌ها در اواسط فاز لگاریتمی با کلرید کلسیم سرد (CaCl2) و سپس قرار دادن آن‌ها به مدت 2 دقیقه در درجه حرارت بالا (42 درجه سانتی‌گراد) به دست می‌آید. این تیمار منافذ موقتی در دیواره سلولی ایجاد می‌کند که مولکول‌های DNA از این طریق می‌توانند وارد سیتوپلاسم شوند. حداکثر فراوانی ترانسفورماسیون در این روش حدود 1 سلول ترانسفورم شده در 1000 سلول (یعنی 3-10) می‌باشد. کارایی ترانسفورماسیون تقریباً 107 تا 108 کلونی ترانسفورم شده از هر میکروگرم DNA پلاسمید سالم می‌باشد. اگر چه کارایی 100٪ برای ترانسفورماسیون ایده آل خواهد بود، انتخاب طرح‌هایی که باعث شود سلول‌های ترانسفورم شده با پلاسمید به آسانی شناسایی شوند بر نقطه ضعف فراوانی کم ترانسفورماسیون غلبه می‌کند. در برخی از باکتری‌ها مستعد شدن به طور طبیعی رخ می‌دهد و در بعضی از موارد با استفاده از محیط رشد خاص و یا شرایط رشد افزایش می‌یابد. این باکتری‌ها معمولاً به راحتی ترانسفورم می‌شوند. دیگر سیستم‌های تحویل دهنده DNA باید برای باکتری‌هایی استفاده شوند که یا مقاوم به مستعد شدن از طریق مواد شیمیایی هستند و یا به طور طبیعی مستعد نمی‌شوند.

اکتروپوریشن
جذب DNA آزاد می‌تواند با قرار دادن باکتری‌ها در معرض یک میدان الکتریکی با ولتاژ بالا در حضور DNA القا گردد. این روش الکتروپوریشن نامیده می‌شود و واژه‌ اختصاری عبارت توصیفی "نفوذپذیرکردن غشا به واسطه میدان الکتریکی" می‌باشد. پروتکل‌های آزمایشگاهی برای الکتروپوریشن در گونه‌های مختلف باکتریایی متفاوت است. برای E. coli، سلول‌ها (~50 میکرولیتر) و DNA در یک محفظه مجهز به الکترودها قرار داده می‌شوند (شکل 33.3الف) و یک تک پالس تقریباً 25 میکرو فاراد، 2.5 کیلو ولت و 200 اهم برای حدود 4.6 میلی ثانیه اجرا می‌شود. بازدهی این تیمار، کارایی ترانسفورماسیون 109 ترانسفورم در هر میکروگرم DNA برای پلاسمیدهای کوچک (~kb3) و 106 برای پلاسمیدهای بزرگ (~kb136) می‌باشد. شرایط مشابهی برای معرفی DNA ناقل BAC به داخل E.coli استفاده می‌شود. بنابراین الکتروپوریشن یک روش موثر برای ترانسفورم کردن E. coli با پلاسمیدهای حاوی قطعات الحاقی طویل‌تر از kb100 می‌باشد. زیرا مجموعه‌ای مناسب از شرایط الکتروپوریشن می‌‌تواند تقریباً برای تمام گونه‌های باکتریایی کشف شود، این روش برای ترانسفورم کردن انواع مختلف باکتری‌ها استاندارد شده است.

درباره مکانیسم جذب DNA در طول الکتروپوریشن شناخت کمی وجود دارد (شکل 33.3ب). به موازات تفسیر ترانسفورماسیون القا شده توسط مواد شیمیایی استنباط می‌شود که منافذ موقتی در دیواره سلولی در نتیجه شوک الکتریکی ایجاد می‌شود و DNA پس از تماس با لایه دوگانه لیپیدی غشای سلول، به داخل سلول پذیرفته می‌شود.
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شکل 33.3 الکتروپوریشن. (الف) کووت الکتروپوریشن با سوسپانسیون سلولی بین دو الکترود. (ب) (1) سلول‌ها (زرد) و DNA (قرمز) موجود در سوسپانسیون داخل کووت الکتروپوریشن پیش از اعمال پالس‌های میدان الکتریکی با ولتاژ بالا (HVEF). (2) پالس‌های HVEF منافذی در سلول (خطوط منقطع) القا می‌کند که اجازه ورود DNA به داخل سلول را می‌دهد. (3) پس از پالس HVEF برخی از سلول‌ها DNA خارجی را به دست آورده‌اند و منافذ ناشی از HVEF دوباره بسته می‌شود.

کانجوگیشن
در برخی از باکتری‌ها سیستم طبیعی انتقال دهنده پلاسمیدها از یک سویه به سویه دیگر برای انتقال سازه DNA الحاقی-پلاسمید از یک سلول بخشنده به یک سلول گیرنده که به راحتی ترانسفورم نمی‌شود استفاده شده است. بعضی از پلاسمیدها به لحاظ ژنتیکی برای تشکیل اتصالات سلول به سلول آماده هستند که از طریق آن DNA پلاسمید از یک سلول به سلول دیگر منتقل می‌شود. تماس موثر بین یک سلول بخشنده و یک سلول گیرنده به ژن‌های پلاسمیدی بستگی دارد که عملکرد کانجوگیشین را کد می‌کند. علاوه بر این، انتقال مکانیکی DNA نیازمند ژن‌های پلاسمیدی کد کننده عملکرد تحرک می‌باشد. بسیاری از پلاسمیدهای مورد استفاده در تحقیقات DNA نوترکیب فاقد عملکرد کانجوگیشن می‌باشند و بنابراین از طریق کانجوگیشن به سلول‌های گیرنده منتقل نمی‌شوند.

با این حال برخی از ناقل‌های همسانه‌سازی پلاسمیدی فاقد عملکرد کانجوگیشن اگر عملکرد کانجوگیشن توسط پلاسمید دیگری در همان سلول تامین شود می‌توانند حرکت کنند و منتقل شوند. به عبارت دیگر با معرفی یک پلاسمید با عملکرد کانجوگیشن به داخل یک سلول باکتریایی که یک ناقل همسانه‌سازی پلاسمیدی قابل تحرک را حمل می‌کند امکان انتقال ناقل همسانه‌سازی پلاسمیدی که به روش‌های دیگر به سختی انجام می‌شود را به یک سلول گیرنده ممکن می‌کند. پروتکل آزمایشگاهی معمولی برای این روش مستلزم اختلاط سه سویه با یکدیگر می‌باشد. هنگامی که سلول‌ها به یکدیگر نزدیک هستند پلاسمید دارای عملکرد کانجوگیشن که در این مورد قابل تحرک نیز می‌باشد می‌تواند خود نیز با ناقل همسانه‌سازی پلاسمیدی قابل تحرک به سلول منتقل شود. بنابراین با کمک پلاسمید دارای عملکرد کانجوگیشن، ناقل همسانه‌سازی پلاسمیدی به سلول گیرنده هدف منتقل می‌شود. تمام ترکیبات ممکن انتقال پلاسمید در میان سلول‌ها رخ می‌دهد، اما ویژگی‌های ژنتیکی سویه‌ها و پلاسمیدها به گونه‌ای طراحی شده است تا انتخاب برای سلول‌های گیرنده هدف که ناقل همسانه‌سازی را دریافت کرده‌اند صورت گیرد.

به عنوان مثال در یک روش انتخاب با استفاده از یک سلول کمکی (E. coli) که پلاسمید قابل تحرک با عملکرد کانجوگیشن و دارای ژن Tetr را حفظ می‌کند و نمی‌تواند روی محیط حداقل رشد کند; یک سلول بخشنده (E. coli) که نمی‌تواند روی محیط حداقل رشد کند و ناقل پلاسمیدی همسانه‌سازی قابل تحرک فاقد عملکرد کانجوگیشن و دارای ژن مقاومت به کانامایسین را حمل می‌کند؛ و یک سلول گیرنده (Pseudomonas putida) که می‌تواند روی محیط حداقل رشد کند، هیچ پلاسمید ناسازگاری ندارد و حساس به تتراسایکلین و کانامایسین می‌باشد (شکل 34.3) ممکن می‌گردد. پس از اینکه کانجوگیشن رخ داد، سلول‌ها قبل از اینکه به محیط حداقل رشد با کانامایسین انتقال یابند روی محیط رشد کامل در غیاب آنتی‌بیوتیک رشد کمی دارند. تحت شرایط رشد در محیط حداقل، تنها سلول‌های گیرنده هدف که ناقل همسانه‌سازی پلاسمیدی را به دست آورده‌اند می‌توانند رشد کنند. سلول‌های کمکی و سلول‌های بخشنده هیچکدام نمی‌توانند روی محیط رشد حداقل رشد کنند و سلول‌های گیرنده‌ای که پلاسمید را از سلول بخشنده دریافت نکرده‌اند نمی‌توانند در حضور کانامایسین رشد کنند. گاهی اوقات سلول گیرنده هدف ممکن است هر دو نوع پلاسمید را دریافت کند. با این حال، این رویداد نادر را می‌توان به وسیله کپی‌برداری پلیت روی محیط حداقل با دو آنتی‌بیوتیک تتراسایکلین و کانامایسین شناسایی نمود. کلونی‌هایی که در حضور هر دو آنتی‌بیوتیک تشکیل شده است دو پلاسمید مختلف را به دست آورده است و آن‌هایی که فقط زمانی که کانامایسین وجود دارد رشد می‌کنند دارای ناقل همسانه‌سازی می‌باشند. از آنجایی که انتقال DNA پلاسمید نیازمند کانجوگیشن بین سه سویه باکتری است، این فرآیند آمیزش سه سویه نامیده می‌شود.
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شکل 34.3 آمیزش سه سویه. یک سلول کمکی خود انتقال، یک پلاسمید متحرک دارای عملکرد کانجوگیشن با ژن Tetr را به یک سلول بخشنده انتقال می‌دهد. پلاسمید سلول کمکی عملکرد کانجوگیشن را برای پلاسمید قابل تحرک فاقد عملکرد کانجوگیشن در سلول بخشنده فراهم می‌کند و قادر است پلاسمید اخیر را که حامل ژن مقاومت به کانامایسین (Kanr) می‌باشد به سلول گیرنده انتقال دهد. بر خلاف سلول‌های گیرنده، نه سلول کمکی و نه سلول بخشنده هیچکدام نمی‌توانند در محیط حداقل رشد کنند و آن‌ها مقاوم به کانامایسین و حساس به تتراسایکلین می‌باشند. سلول‌هایی که قادر به رشد در محیط حداقل می‌باشند توسط استراتژی انتخاب شناسایی می‌شوند. در این مثال، ناقل همسانه‌سازی از E. coli به P. putida منتقل می‌شود. هر پلاسمید دارای یک مبدا همانندسازی است گر چه نشان داده نشده است. پلاسمید سلول بخشنده در سلول گیرنده همانندسازی می‌کند.

خلاصه:
تکنولوژی DNA نوترکیب باتری روش‌های آزمایشی است که برای الحاق قطعات DNA از یک موجود به یک ناقل (اغلب یک پلاسمید باکتریایی) استفاده می‌شود و ترکیب DNA الحاقی-DNA ناقل در یک سلول میزبان دائمی می‌گردد. مقادیر زیادی از DNA الحاقی (کلون شده) می‌تواند در صورت لزوم بازیابی شود. این فرآیند بدون اندونوکلئازهای برشی نوع II که مولکول‌های DNA را به قطعاتی با اندازه‌های مجزا با قابلیت تولید مجدد می‌شکنند، امکان‌پذیر نیست. این آنزیم‌ها به توالی‌های خاصی در مولکول DNA متصل می‌شوند و پیوندهای فسفو دی استری هر رشته را به صورت متقارن در توالی تشخیص برش می‌دهند. علاوه بر این، بسیاری دیگر از آنزیم‌ها مانند T4 DNA لیگاز و DNA پلی‌مراز برای همسانه‌سازی ژن‌ها مهم هستند.

یک آزمایش همسانه‌سازی ژن دارای چند مرحله است. (1) DNA از موجودی که شامل ژن هدف می‌باشد جدا شده و با یک اندونوکلئاز برشی شکسته می‌شود. (2) یک ناقل همسانه‌سازی DNA با همان اندونوکلئاز برشی که برای هضم منبع DNA استفاده شده است شکسته می‌شود. ناقل همسانه‌سازی تنها دارای یک مکان از این اندونوکلئازهای برشی می‌باشد. (3) دو نمونه DNA با T4 DNA لیگاز مخلوط می‌گردند و ترکیبات مختلفی از مولکول DNA شامل DNA ناقل و منبعDNA  موجود با تشکیل آنزیمی پیوندهای فسفو دی استر در دو انتهای رشته‌های  DNAتولید می‌شود. (4) سلول‌های میزبان (معمولاً E. coli) با مولکول‌های DNA واکنش لیگاز ترانسفورم می‌شوند که منجر به تولید سلول‌های حامل سازه‌ DNA الحاقی-ناقل می‌شود. از آنجا که ناقل دارای یک توالی DNA (مبدا همانندسازی) است که آن را قادر به همانندسازی در سلول میزبان می‌کند، کل سازه حفظ می‌شود. جذب DNA توسط باکتری E. coli با تیمار CaCl2-شوک حرارتی، الکتروپوریشن یا روش‌های دیگر تسهیل می‌شود. در برخی موارد عملکرد تحرک و کانجوگیشن پلاسمیدها برای انتقال سازه ژن-پلاسمید به باکتری استفاده می‌شود که به راحتی ترانسفورم نمی‌شود.

در نهایت طرح‌های انتخابی برای شناسایی سلول‌های دارای سازه‌ DNA الحاقی-ناقل در دسترس می‌باشد. سلول‌های ترانسفورم شده از سلول‌های ترانسفورم نشده به وسیله آزمایش برای مقاومت به آنتی‌بیوتیک‌های خاص یا به وسیله مشاهده کلونی‌های رنگی متمایز می‌شوند. سلول‌های دارای یک ژن کلون شده خاص به وسیله هیبریداسیون DNA با یک کاوشگر همولوگ یا هترولوگ، تعیین ایمنولوژیک پروتئین نوترکیب کد شده، حضور یک فعالیت آنزیمی خاص، یا مکمل عملکردی (ژنتیکی) شناسایی می‌شوند. احتمال همسانه‌سازی یک ژن کامل به وسیله هضم ناقص منبع DNA با اندونوکلئاز برشی و تشکیل یک کتابخانه کلون متشکل از توالی‌های همپوشان کل ژنوم افزایش می‌یابد. ناقل‌های مبتنی بر باکتریوفاژ λ، باکتریوفاژها P1، پلاسمید مشتق شده از P1 (کروموزوم مصنوعی P1)، و پلاسمید F (BAC) برای حمل قطعات بزرگ DNA و کتابخانه‌های ژنومی ساختاری از موجودات پروکاریوت و یوکاریوت توسعه پیدا کرده‌اند.
برای به دست آوردن قطعات DNA‌ایی که پروتئین‌های یوکاریوتی را کد می‌کنند، mRNA استخراج شده به عنوان یک الگو برای آنزیم رونوشت بردار معکوس جهت سنتز یک رشته cDNA استفاده می‌شود; این رشته به نوبه خود به عنوان یک الگو برای DNA پلی‌مراز جهت تولید رشته دوم cDNA عمل می‌کند. پس از تیمار آنزیمی، cDNA دو رشته‌ای می‌تواند به داخل یک ناقل کلون شود. روش‌‌های چند مرحله‌ای ابداع شده است برای افزایش احتمال این که فقط مولکول‌های cDNA با طول کامل سنتز و کلون شوند.
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سوالات مروری:
1. اندونوکلئازهای برشی نوع II چیست؟ چرا برای تکنولوژی DNA نوترکیب مهم می‌باشند؟ 

2. هنگامی که DNA دو رشته‌ای حلقوی پلاسمید pCEL1 به وسیله اندونوکلئازهای برشی مختلف هضم می‌شود و ترکیبات متعلق به آن به صورت باندهای زیر (با طول کیلو جفت باز) مشاهده می‌شود:  ,EcoRI6؛  ,BamHI6؛   ,HindIII6؛ ,HaeII 3، 2 و 1؛ EcoRI و ,HaeII 2 و 1؛ EcoRI و HindIII، 3.5 و 2.5؛ EcoRI و BamHI، 4.5 و 1.5؛ BamHI و HindIII، 5 و 1؛ BamHI و HaeII، 3، 1.5، 1 و 0.5؛ و HindIII و ,HaeII 3، 1.5، 1 و 0.5. با این اطلاعات نقشه مکان آنزیم اندونوکلئاز برشی را رسم کنید.

3. شرح دهید چگونه پلاسمید pBR322 به عنوان یک ناقل همسانه‌سازی استفاده می‌شود. ویژگی‌های خاص آن را بیان کنید. 

4. ویژگی‌های اصلی سیستم همسانه‌سازی  pUC را شرح دهید.
5. کتابخانه ژنومی یک موجود پروکاریوت اغلب به وسیله همسانه‌سازی محصولات هضم ناقص Sau3AI DNA ژنومی به داخل مکان BamHI یک ناقل ساخته می‌شود.
الف. چرا دو آنزیم مختلف در این آزمایش استفاده می‌شود؟ 
ب. هضم ناقص چیست و چگونه انجام می‌شود؟
ج. چرا هضم ناقص اغلب برای ساخت کتابخانه‌های ژنومی استفاده می‌شود؟
6. برای آزمایش همسانه‌سازی ژن، چرا DNA پلاسمید شکسته شده اغلب قبل از مرحله الحاق با آلکالین فسفاتاز تیمار می‌شود؟
7. چند راه مختلف برای معرفی پلاسمیدهای نوترکیب به داخل یک باکتری گرم منفی مانند  coli.E پیشنهاد دهید.
8. طرح کلی برخی از روش‌های استفاده شده برای تشخیص ژن هدف کلون شده داخل یک کتابخانه در E. coli را بیان کنید. چه شرایطی برای هر نوع روش راضی کننده است؟
9. کتابخانه cDNA چیست؟ 

10. چرا شما از یک پلاسمید، باکتریوفاژ λ، کاسمید و یا BAC به عنوان ناقل همسانه‌سازی استفاده می‌کنید؟
11. روش عمومی فعالیت اندونوکلئازهای برشی نوع IIS چیست؟
12. کپی‌برداری پلیت چیست؟ طرح کلی روش اساسی برای کپی‌برداری پلیت را بیان کنید. 
13. فاژمید چیست؟ 
14. آمیزش سه سویه چیست؟
15. نقش RNase H در طول سنتز cDNA چیست؟
