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فناوری همسانه سازی١ DNA یک تکنیک معمول و جا افتاده در 

زیســت شناسی مدرن است که معمولا انتقال چندین ژن را شامل 

 DNA می شود. اخیرا هیجان برای همسانه سازی قطعات بزرگ

و حتی همسانه سازی کل ژنوم افزایش یافته است. به عنوان 

مثال ژنوم چندین اندامک ســلولی تا به حال همسانه سازی شده 

اســت. ژنوم Kb ١٦میتوکندری موش در باکتری های اشرشیاکلی 

٢(٢و١)، باسیلوس سوبتیلیس٣ (٣و١) و همچنین در مخمر٤ (٤) 

همسانه سازی شده است. همچنین ژنوم  Kb ١٣٥ کلروپلاست برنج 

در باسیلوس سوبتیلیس همسانه سازی شده است (١). ژنوم های 

ویروســی نیز در باکتری E.coli همسانه سازی شده است که ازآن 

میان می توان به هرپس ویروس٥ (٥)، باکولو ویروس٦ (٨-٦)، 

 ٣٦ Kb کورونا ویروس٧(٩) و پوکســویروس٨ (١٠) اشاره نمود. ژنوم

آدنوویروس انســانی تیپ ٢٩(١١) و همچنین قطعات Kb ١٧٨ ژنوم 

ســیتو مگالوویروس ١٠ انسانی در مخمر همسانه سازی شده است 

(١٢). در مورد باکتری ها نیزتقریبا١٠٪ از ژنوم Kb ١/٨هموفیلوس 

آنفولانزا ١١در باکتری E.coli همسانه سازی شده است(١٣). ژنوم

Mb  ٣/٥باکتری synechocytis نیز به صورت چهارقطعه غیر 

ممتد وارد ژنوم باسیلوس سوبتیلیس شده است(١٤). به علاوه ژنوم 

چکیده/همسانه سازی قطعات بزرگ DNA در خیلی از موارد برای مطالعه دقیق تر قطعات کلون شده ضروری است از این رو 

تلاش های زیادی برای همسانه سازی قطعات بزرگ DNA یی و حتی ژنوم های کامل صورت گرفته است . مطالعات صورت گرفته 

نشان می دهد که با بهره گیری از روش های معمول ژنتیکی می توان این قطعات بزرگ و حتی ژنومهای کامل اندامکی ، باکتریایی و 

ویروسی را همسانه سازی نمود .این کار می تواند از طریق همسانه  سازی قطعات ژنومی همپوشان که در نهایت از طریق نوترکیبی، 

ژنوم کامل را ایجاد می نمایند و یا همســانه ســازی پیوسته ژنوم کامل صورت گیرد. قطعات ژنومی ممکن است از طریق فرآیندی 

موسوم به inch worm elongation و از طریق جایگاههای نشست موسوم به LPA و یا به طور مستقیم از طریق نوترکیبی وارد 

حامل شده و به میزبان انتقال می یابند. ژنوم کامل نیز به کمک حامل های ویژه طراحی شده وارد ژنوم میزبان گردد.کار های انجام 

شده نشان می دهد با بهره گیری از حامل های اختصاصی مناسب و فرآیند های معمول ژنتیکی نظیر نوترکیبی و یا تبدیل ژنی که در 

ارگانیسم های زنده صورت  می گیرد و همچنین توانایی ترانسپوزون ها و عناصر دخولی در این زمینه ، می توان به این مهم اقدام نمود.

واژگان کلیـدی: همسانه سازی مولکولی؛ ژنوم؛ نوترکیبی ژنتیک.
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Mb ٦/، Mycopplasma genitalium در مخمر همسانه سازی 

شده است (١٦و١٥). همچنین این کار برای ژنوم Mb ١/١ و طبیعی 

M.mycoids زیر گونه Capari صورت گرفته است(١٧). موارد ذکر 

شده نشان می دهد که همسانه کردن کامل ژنوم ارگانیسم های 

مختلف به منظور دســتکاری های ژنتیکی می تواند با استفاده از 

روش هــای معمول ژنتیکی در مخمر صورت گیرد. انتقال  ژنوم کامل 

که اخیرا و با کارهای ذکر شــده صورت گرفته است این امکان را 

فراهم نموده است، تا بتوان ژنوم های تغییر یافته ای را ایجاد نموده 

و آن ها را دوباره به ارگانیســم های اصلی بازگرداند. همسانه سازی 

کامل ژنوم، مطالعه ارگانیسم هایی که کشت آنها به آسانی صورت 

نمی گیرد را امکان پذیر می سازد. علاوه بر این امر به ساخت و تکثیر 

ژنوم های صناعی کمک می نماید.

استراتژی های به کار رفته به منظور همسانه سازی 
ژنوم های کامل

با توجه به كارهای انجام شــده به طور کلی برای همسانه سازی 

ژنوم های کامل ارگانیسم ها و اندامک های مختلف سلولی نظیر 

میتوکندری وکلروپلاست از دو روش کلی استفاده می شود. در یک 

روش ژنوم به قطعات کوچک تر تقســیم می شود. سپس این قطعات 

به طور جداگانه در میزبان مناســب و با استفاده از حامل های 

اختصاصی همســانه سازی شده و تکثیر می شوند. این روش مشابه 

ســاخت کتابخانه های ژنومی با استفاده از کروموزوم های مصنوعی 

باکتر یایی و مخمری اســت. در روش دوم با استفاده از تکنیک های 

معمول ژنتیکی، ژنوم به صورت کامل و یک پارچه در میزبان مورد 

نظر وارد شده و تکثیر می یابد. بدین منظور نیز بر حسب مورد، از 

استرا تژی های مختلف استفاده می شود. اما به طور کلی در این مورد 

نیز به دو طریق عمل می شود. این کار ممکن است از طریق وارد 

کردن حامل های اختصاصی و ویژه ای طراحی شده به ژنوم مورد 

نظر و انتقال محصول نوترکیب ایجاد شده به میز بان و یا ترانس 

فورماسیون همزمان ۱۲ میزبان به وسیله حامل و ژنوم صورت گیرد.

اتصال حامل به ژنــوم و انتقال مجموعه نوترکیب حاصله 
به میزبان

بدیــن منظور، ورود حامل در ژنوم، باید در نقطه ای صورت گیرد که 

عملکرد ژنوم دچار اختلال نشود. این روش در مواردی که هدف از 

انتقال ژنوم به دست آوردن یک ژنوم فعال و زنده باشد حائز اهمیت 

اســت. مزیت دیگر استفاده از این روش عدم نیاز به آگاهی از توالی 

ژنوم مورد نظر می باشد. اگر از این روش برای همسانه سازی ژنوم 

کامل یک باکتری استفاده می شود، باید توجه نمود که باکتری مورد نظر 

قابل ترانسفورمه شدن با حامل باشد(۱۸). هرچند که به نظر نمی رسد 

 in این امر مانع جدی تلقی شود چراکه می توان این کار را در محیط

vitro و برای ژنوم جداسازی شده انجام داد(۱۹).

موفقیت دراستفاده از این روش منوط به طراحی حامل های۱۳ مناسب 

می باشد. حامل طراحی شده باید بتواند خود را به ژنوم متصل نموده، 

همچنین تکثیر ژنوم در میزبان و انتخاب کلون های نوترکیب را تضمین 

نماید. به عبارت دیگر این حامل ها باید دارای عناصری باشند که اتصال 

حامل به ژنوم را تسهیل نموده و همچنین سبب تکثیر ژنوم هدف در 

میزبان گردند. از طرف دیگر باید یک سیستم مناسب را برای انتخاب 

کلون های نوترکیب فراهم نمایند. به منظور ورود حامل در ژنوم ممکن 

است از توالی های همولوگ با ژنوم در محل ورود استفاده شود که  

امــکان ورود حامل در ژنوم از طریق نوترکیبی همولوگوس را فراهم 

می نماید(۲۰) و یا ممکن است از توانایی ترانسپوزون ها۱۴ و توالی های 

همسانه سازی ژنوم

شکل۱:.همســانه ســازی کامل ژنوم مایکوپلاسما در مخمر "." ژنوم باکتری ( دایره آبی) باید حاوی توالی 
مخمری باشد این توالی ها در حامل  که به رنگ قرمز نشان داده شده قرار داده  شده اند.

12. cotransformation
13. vector
14. transposons
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دخولی۱۵ در ورود به ژنوم، برای اتصال حامل به ژنوم اســتفاده شود 

(۱۹و۱۸). نقطه ورود حامل در ژنوم به نحوی انتخاب می  شود که در 

عملکرد ژنوم اختلال ایجاد ننماید(۱۸).

برای تکثیر ژنوم همسانه سازی شده نیز ممکن است از نقاط 

شروع تکثیر باکتریایی نظیر ori گاما (۱۹) و یا توالی های خود 

مختار همانندســازARS ۱۶ برحسب میزبان به کار رفته، استفاده 

شــود (۱۸). به منظور انتخاب کلون های نوترکیب نیز به طور 

معمول از ژن های ایجاد کننده مقاومت آنتی بیو تیکی استفاده 

می شود (۲۰و۱۹و۱۸). حامل طراحی شده با خصوصیات ذکر 

شده، از طریق نوترکیبی همولوگوس به کمک توالی های همولوگ 

پیش بینی شــده در حامل(۲۰) و یا ترانسپوزون ها و عناصر دخولی 

وارد ژنوم می شود (۱۹و۱۸). به عنوان مثال می توان به حامل های

 pmycYACTn ، miniTn-puro-JCVI-1.7که در همســانه سازی 

ژنوم هــای M.genitalium ، M.mycoids، M.pneumoniae و حامل 

ویژه ای که برای همسانه سازی ژنوم میتوکندری موش در E.coli به 

کار رفته شده است اشاره نمود(۱۸).

حامل pmycYACTn متشکل از: تعداد زیادی از ori ی حاصل از 

 IS256 ۱۸ژن مقاومت به آمپی سیلین۱۷، ترانسپوزاز ،PUC19 پلاسمید

 ،Mycoplasma و توالی های تکراری معکوس برای انتقال به ژنوم

 ۱۹ CENو  ARS برای انتخاب و غربال گــری و lacz و tet ژن های

یا همان توالی ســانترومری برای تکثیر ژنوم و نشانگر ویژه مخمری، 

HIS3 می باشــد. حامل miniTn-puro-JCVI-1.7 مشابه حامل 

pmycYACTn می باشد، با این تفاوت که فاقد ژن lacz بوده و به جای 

آن دارای ژن مقاومت  به پورومایسن۲۰ می باشد. این حامل همچنین 

شامل کروموزوم مصنوعی باکتریایی۲۱ می باشد. هنگامی که حامل های 

miniTn-puro-JCVI-1.7 و pmycYACTn از طریق الکتروپورشن۲۲ 

و یا به کمک تیمار با مواد شــیمیایی وارد Mycoplasma می شوند، 

همانطور که انتظار می رود به کمک عناصر دخولی وارد ژنوم باکتر 

یایی می شوند. این دخول همراه با از دست دادن ترانسپوزاز می باشد، 

که از جا به جائی توالی های دخولی پس از ورود آن به ژنوم جلوگیری 

می نماید. بررسی های انجام شده با استفاده از توالی یابی مستقیم و به 

کمک پرایمر های طراحی شده برای توالی های ویژه حامل، وارد شدن 

بهرام حمیدی، فیروز ابراهیمی، مصیب رستمیان

شکل۲: حامل های مخمری که در ژنوم های M.genitalium، M.mycoids، M.pneumoniae نشان داده شده اند. "." A وB دو حامل شاتلی مورد استفاده قرار 
گرفته اند(C-E). محل ورود حامل در هر کدام از ژنوم ها را نشان    می دهد. نشانگر های مایکو پلاسمایی به رنگ آبی، توالی های مربوط به حامل با رنگ قرمز 
و اسکلت پلاسمیدی نیز به رنگ نارنجی نشان داده شده است، توالی BAC با رنگ قهوه ای و عناصر ترانسپوزونی با رنگ سبز نشان داده شده است. توالی 

مایکوپلاسمایی نیز با رنگ سیاه نشان داده شده است.

15. insertion sequence element
16. autonomously replicating sequence
17. Ampicillin
18. transposase
19. Centrosome
20. Puromycin
21. bacterial artificial chromosome (BAC)
22. Electroporation
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همسانه سازی ژنوم

حامــل در توالی ژنوم را تایید می نماید. ورود حامل همراه با مضاعف 

شدن چندین جفت باز از حامل و حذف چندین جفت باز از توالی ژنوم 

باکتری در مقایسه با ژنوم دست نخورده است. ژنوم باکتریایی همراه 

با حامل، از هر سه باکتری جدا شده و به همراه اسفروبلاست های ۲۳ 

مخمری سوش , ۴N-VL۶ سویه ی مخمری توسعه یافته ای که میزان 

بالایی از ترانسفورماســیون را نشان می دهد، انکوبه می شوند. به این 

ترتیب ژنوم نوترکیب وارد میزبان مخمری می گردد. بررسی های انجام 

شده با multi plex- PCR برای شاخص های انتخابی که در ژنوم 

باکتریایی حضور دارند و همچنین تعیین اندازه قطعات حاصل از ژنوم 

کلون شــده و نیز استفاده از ساترن بلات ۲۴همسانه سازی ژنوم کامل 

باکتریایی در مخمر را تائید می نماید(۱۸).

به منظور همسانه سازی ژنوم میتوکندری موش در باکتری E.coli نیز از 

یک حامل ترانسپوزونی که شامل ori گامای حاصل از پلاسمید R۶K، ژن 

مقاومت به کلرا مفنیکلcmr ۲۵ و جایگاه تشخیصی ترانسپوزون Tn۵ و 

توالی های موزائیکی انتهای آن ME می باشد، استفاده شده است. حامل 

ذکر شده از طریق PCR و با استفاده ازپلاسمید p2cym به عنوان الگو 

و پرایمرهایMEsalcm2 و MEsmalori آماده می شــود. این پرایمرها 

دارای توالی bp۱۹ جایگاه تشخیصی ترانسپوزون Tn5 و جایگاههای 

اختصاصی برای SalI و smaI در انتهای' ۵ و توالی اختصاصی پلاســمید 

در انتهای ' ۳ می باشد. (شکل ۳)

حامل ترانسپوزونی سنتز شده به همراه DNA ی میتوکندریای خالص 

شــده از سلول ها ی کبدی موش و ترانسپوزاز Tn5 فعال، مخلوط 

می شوند. نتیجه این امر وارد شدن حامل ترانسپوزونی به DNA ی 

میتوکندریایی است. بررسی انجام شده از طریق توالی یابی مستقیم 

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی برای حامل سنتز شده نشان دهنده 

ورود آن در ژن های ND1,coxII و ND5 به ژنوم میتوکندری است، 

این امر همراه با مضاعف شدن bp ۹ در محل ورود به ژنوم می باشد. 

 E.coli محصول به دست آمده از طریق الکتروپورشن وارد باکتری های

,که دارای یک کپی از ژن R6Kpir می باشند می گردد. این ژن پروتئین 

 لازم برای آغاز تکثیر از جایگاه گاما ori را فراهم می آورد. 

استفاده از توالی یابی مستقیم و ساخت نقشه محدود کننده همسانه 

سازی mtDNA در باکتری  E.coliرا نشان می دهد. نکته جالب توجه 

آن که باز یابی mtDNA ی کلون شــده در باکــتری E.coli و انتقال 

مجدد آن به میتوکندری فاقد DNA، ســبب از سر گیری رونوشت 

برداری از ژنوم مهندسی شده می گردد که این امر نشان دهنده فعال 

بودن ژنوم کلون شده است(۱۹).

 انتقال همزمان ژنوم و حامل به میزبان

استراتژی دیگری که برای همسانه سازی پیوسته ی ژنوم کامل مورد 

استفاده قرار گرفته است، انتقال همزمان ژنوم مورد نظر به همراه 

حامل به میزبان می باشد. در این مورد حامل استفاده شده یک حامل 

خطی اســت که ناحیه انتهای آن با محل ورود حامل به ژنوم مشابه 

بوده و با آن همولو ژی۲۶ دارد. به همین دلیل ورود حامل به ژنوم 

از طریق نوترکیبی همولوگوس۲۷ صورت می گیرد (۱۸). بررسی انجام 

شده نشان می دهد اگر ژنوم در نزدیکی نقطه ورود حامل دارای یک 

شکســت دو رشــته ای باشد کارایی انتقال به میزان فراوانی افزایش 

می یابد (۱۸). 

این روش نیازمند انتقال حامل، به ارگانیسمی که همسانه سازی ژنوم 

آن مد نظر است، نمی باشد. از طرف دیگر به کشت ارگانیسم نیز 

وابسته نیست. این امر یک مزیت محسوب می شود، چراکه می توان از 

این روش در مورد ارگانیسم هایی که کشت آن ها با مشکل مواجه بوده 

 in موش با واکنش ترانسپوزونی در محیط mt DNA شکل۳: همسانه سازی
vitro  و محل ورود ترانسپوزون ها "."یک ترانسپوزون سنتز شده به طول ۱٫۵ 

 Cmr .می باشد سنتز می شود R6K گامای حاصل از پلاسمید ori که شامل kb
و دو توالــی فعال موزاییکی انتهایی در مجاورت محل برش آنزیم های SalI و 
 ND5 وND1,coxII  قرار گرفته اند. ترانسپوزون ها به ترتیب در ژن های smaI

وارد ژ نوم می شوند. در محل ورود ترانسپوزون ها تکرار  bp 9 از توالی هدف 
ایجاد می گردد.

23. spheroplas
24. Southern blot 
25. Chloramphenicol
26. Homology
27. Homologous recombination
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شکل۴: ترانس فورماسیون هم زمان ژنوم و حامل در میزبان"." در این مورد 
حامل و ژنوم باید حاوی توالی های هم پوشــان باشند. با داشتن این توالی های 
هم پوشان، سلول مخمری میزبان می تواند آنها را از طریق نوترکیبی همولوگوس 

ادغام نماید.

شکل۵ : تقسیم شدن ژنوم به قطعات هم پوشان، حامل مورد استفاده نیز به 
عنوان یک قطعه مجزا، به علت داشتن همولوژی در دو انتهای خود با ژنوم، 
می تواند وارد ژنوم گردد. قطعات از طریق نوترکیبی همولوگوس، ژنوم کامل به 

همراه حامل را ایجاد می نماید.

و یا امکانپذیر نیســت استفاده نمود. با این حال این روش قابلیت بقا 

ژنوم را تضمین نمی نماید، علاوه بر این ممکن است پیدا کردن جایگاه 

برش آنزیم محدود کننده برای ورود حامل مشکل باشد. از طرف دیگر 

ورود حامل در ژنوم مستلزم آگاهی از توالی ژنوم می باشد(۱۸).

 برای انجام این کار ژنوم ارگانیســم مورد نظر جدا شده و خالص 

سازی می شود. سپس به کمک آنزیم محدود کننده در نقطه ورود 

حامل، شکست دو رشته ای در ژنوم ایجاد می شود. حامل مورد نظر 

به گونه ای طراحی می شــود که در جایگاه ورود با ژنوم همولوگ 

باشد. به عنوان مثال ژنوم M.genitalium دارای سه جایگاه برش برای 

آنزیم AscI می باشد. بررسی انجام شده نشان می دهد که برش در 

جایگاهی که در انتهای ' ۳  ژن tRNA قرار دارد، ســبب ایجاد اختلال 

در عملکرد ژنوم  نمی شــود لذا این نقطه برای برش انتخاب می شود. 

با استفاده از حاملی به نام  PARS- VNبه عنوان الگوی PCR و یک 

جفت از پرایمرهایی که، هر کدام شــامل همولوگ bp ۶۰ به جایگاه 

دخول حامل در ژنوم می باشد حامل ویژه آماده می گردد. انکوباسیون 

اســفرو بلاست های مخمری سوش VL6-4N همراه با حامل و ژنوم 

M.genitalium دارای شکست دو رشته ای، سبب انتقال حامل و ژنوم 

باکتریایــی به مخمر، ورود حامل به ژنوم باکتریایی از طریق نوترکیبی 

  M.genitalium همو لوگوس در نقطه شکست دو رشته ای در ژنوم

و متعاقب آن تکثیر ژنوم کلون شده در مخمر می گردد. در این مورد 

نیز بررسی انجام شده با PCR برای شاخص های موجود در ژنوم 

M.genitalium همسانه سازی آن در مخمر را نشان می دهد(۱۸).
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شکل۶: دخول هدفدار یک حامل مخمری با استفاده از نوترکیبی همولوگوس"."
A : ورود یک حامل خطی مخمری بدون وجود شکست دو رشته ای در نقطه 

ورود، در ژنوم  دست نخورده
B :  قطعات ژنومی هم پوشــان و حاملی که دارای همولوژی داخلی به یکی 

از قطعات می باشد.
C : ژنوم در محل ورود حامل خطی، شکسته شده است.

D : قطعات هم پوشان ژنومی و حامل

28. landing pad 

نکته مهم نقش وجود شکست دو رشته ای در نقطه ورود حامل، در 

افزایش تعداد کلون های نوترکیب می باشــد، چرا که به وضوح نشــان 

داده می شود كه وجود یک جایگاه شکست دو رشــته ای، نزدیک 

جایگاه نوترکیبی همو لوگوس، کارایی این امر را تا بیست برابر افزایش 

می دهد (۱۸).

همسانه سازی ژنوم از طریق شکست ژنوم

از روش های متنوع و پیچیدهای بر حســب مورد برای همسانه سازی 

ژنوم کامل بدین طریق استفاده می شود. ساده ترین و در عین حال 

جدیدترین روشی که بدین منظور استفاده می شود ساخت ژنوم کامل 

از طریق همسانه سازی قطعات هم پوشان حاصل از شکست ژنوم 

می باشــد. از این روش می توان، برای تجمع قطعات DNA ی سنتزی 

یا طبیعی استفاده نمود (۱۸). در این حالت حامل می تواند به صورت 

یک قطعه مجزا و یا بخشی از یک قطعه بزرگتر باشد.

ایــن کار بر روی ژنوم M.genitalium صورت گرفته اســت به این 

ترتیب که ابتدا ژنوم باکتری به چهار قطعه تقسیم شده و درکروموزوم 

مصنوعی باکتریایی کلون می شود. قطعات ژنومی با استفاده از هضم 

آنزیمی از حامل های کرموزومی جدا شده و ایجاد چهار قطعه هم 

پوشان را می نماید. این قطعات به همراه حامل PTABAC3 وارد 

مخمر می شوند. سه قطعه از این قطعات ژنومی دارای شکست دو 

رشته ای می باشند که از طریق هضم با آنزیم های محدود کننده ایجاد 

شده است. همان طور که بیان شد این امر احتمال ورود حامل به ژنوم 

را به طور چشــمگیری افزایش می دهد. بررسی های متعاقب بعدی با 

استفاده از PCR برای شاخص های ژنومی که در هر یک از قطعات 

چهار گانه قرار دارند، همچنین استفاده از ساترن بلات، تمامیت و کامل 

بودن ژنوم کلون شده را نشان می دهد. به طور جالب توجه در این 

مورد نیز هنگامی که شکست های دو رشته ای در قطعات همپوشان 

ایجاد نمی شوند تعداد کلون های نوترکیب کاهش قابل ملا حظه ای را 

نشان می دهد.(شکل ۶)

روش دیگری که برای همســانه سازی ژنوم کامل به صورت قطعات 

مجزا مورد اســتفاده قرار گرفته است مبتنی بر استفاده از فرآیندی 

موســوم به inchworm elongation یا IWE می باشد (۲۰). دراین 

روش از گیره های DNA یی که اصطلاحا توالی جایگاه های نشست ۲۸ 

 ،DNA نامیده می شود و قبل از همسانه سازی، در محل ورود (LPS)

در حامل قرار گرفته است استفاده می شود.(شکل ۷)

حامل استفاده شده در این روش ژنوم B. subtilis ۱۶۸ است چرا 

  B. subtilis- 168 که تحقیقات صورت گرفته نشــان می دهد ژنوم

حامل مناسب برای همسانه سازی قطعات بزرگ ژنوم است (۲۱). 

این حامل اصطلاحا  BGMنامیده می شود. حامل مذکور دارای 
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شکل۷: مراحل IWe برای همسانه سازی بزرگ "." یک سری از LPS ها با استفاده از PCR آماده شده و به صورت پشت سرهم در پلاسمید های 
مشتق از pBR۳۲۲ قرار می گیرند تا یک مجموعه از پلاسمید های LPA را ایجاد نمایند.

 [۲/۱]IWe .تحویل داده    می شود GpBR نشان داده شده است به توالی x [۲/۱] از طریق نوترکیبی همولوگوس که با علامتLPA پلاسمید
برداشــته شــدن توالی Synechocystis به وسیله سلول های B.subtilis صلاحیت دار نوترکیب در LPA و همگرایی داخلی پیوسته توالی که با 
 LPA[n/n بعدی تحویل داده می شود. تکرار IWe [۳/۲]  به صورت هدایت شده بهLPA .رنگ سبز نشان داده شده است را نشان می دهد

+۱]و IWe[n/n + ۱] سبب شکل گیری DNA ژنومی کامل و پیوسته Synechocystis در GpBR می گردد.

شکل۸ : حاملB.subtilis ۱۶۸ و ویژ گی های آن"."

بهرام حمیدی، فیروز ابراهیمی، مصیب رستمیان

29. genomic pBR
30. Neomycin

 GpBR۲۹ می باشد که اصطلاحا pBR322 توالی مشــتق از پلاسمید

نامیده می شود. در طول همسانه سازی توالی GpBR به دو 

قطعه مجزای kb ۲/۳ و kb ۲/۷ تقسم می شود که در دو انتهای 

توالــی ورودی قرار می گیرند. توالی دیگری که در این حامل وجود 

 yvep دارد ژن مقاومت به نئو مایســین۳۰ است که در بین ژن های

وyvfc قرارمی گیرد. همانند ســازی ژنوم mb۵/۳باکتری فتوسنتزی 

 ،۸۷۷ kb  ،۹۰۸ kb به صورت چهار قطعه مجزای Synechocystis

kb ،۸۹۰ kb ۹۳۱ با روش ذکرشده و حامل  BGMصورت گرفته 

است (۲۰).(شکل ۸)

برای همسانه سازی ابتدا یک سری از LPS ها با استفاده از PCR آماده 

شده و به صورت پشت سرهم در پلاسمید های مشتق ازpBR۳۲۲ قرار 

می گیرند. به این آرایش LPS ها اصطلاحا آرایــه  LPS یا LPA گفته 

می شود. به این ترتیب یک سری از پلاسمید های LPA آماده می شوند. 

پلاســمید های LPA از طریق نوترکیبی همولوگوس دو رشته ای وارد 

توالی GpBR در حامــل BGM می گردند. به این ترتیب جایگاههای 

نشت LPS در محل ورود DNA ی خارجی در حامل فراهم می شود.

(شکل ۹)

 Iwe به صورت چهار قطعه مجزا طبق فرآیند Synechocystis ژنوم

و از طریق نوترکیبی همو لوگوس و به کمک جایگاههای نشست 

LPS فراهم شــده در حامل وارد توالی GpBR حامل می شود. به این 

 ۴/۲۱۵ kb  وارد حامل Synechocystis  ۳/۵۷۳ باکتری kb ترتیب ژنوم

در باکــتری B. subtilis ۱۶۸ می گردد و به همراه ژنوم باکتری تکثیر 

می یابد (۲۰).
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با توجه به موارد ذکر شده، می توان گفت که با استفاده از تکنیک های 

معمول آزمایشگاهی موجود می توان به همسانه سازی ژنوم های کامل 

و قطعات بزرگ DNA یی اقدام نمود. همسانه سازی این ژنوم ها 

و قطعات بزرگ امکان مطالعه دقیق تر آنها را فراهم می آورد. به 

علاوه این کار یک ابزار مناســب برای مطالعه میکرو ارگانیسم هایی 

اســت که کشت آنها امکانپذیر بوده و یا به سختی صورت می گیرد، 

ارگانیسم هایی نظیر پاتوژن ها و نیز میکروارگانیسم های جدا شده از 

محیط، که به ســختی کشت    می شوند و یا کشت آنها مخاطره آمیز 

است. علاوه بر این در طول مطالعات صورت گرفته علاوه بر قطعات 

DNA یی و یا     ژنوم هایی که انتظار همسانه سازی آنها می رود 

مولکول های بزرگ Mb ۲ نیز یافت شــده است. تصور می رود این 

مولکول ها، مولکول های کانکاتامری می باشــند که به طور ناخواسته 

ایجاد شده اند. این امر نشان می دهد که امکان همسانه سازی 

مولکول های حلقوی بزرگتر از ژنوم های باکتریایی که تا کنون مورد 

تحقیق قرار گرفته است، وجود دارد. از آنجا که بسیاری از ژنوم های 

باکتریایــی و آرکئو باکتریایی اندازه کوچکتر از Mb ۲ را دارند. می توان 

به راحتی ژنوم این میکرو ارگانیسم ها را همسانه سازی نمود و مورد 

 B.subtilis168 همسانه سازی شده در ژنوم Synechocystis شکل۹: ساختار ژنوم
 B. subtilis 168 ،(دایره سبز رنگ ) Synechocystis PCC6803 ژنوم
( دایره قهو ه ای رنگ) و سوش BEST7613 ( قهوه ای و سبز) نشان داده شده 
است. B. subtilis 168 پلاسمید طیبعی نمی باشد. نواحی A ،B ،C از ژنوم

B. subtilis 168 و نواحی [IV]–[I] از Synechocystisمی باشد.

بررسی قرار داد. به علاوه این فناوری امکان تولید ژنوم های مهندسی 

شده با خصوصیات دلخواه را فراهم می آورد.
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