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  دهيچک
 .نوترکيب انساني جهت درمان و تشخيص وجود دارد يها پروتئينامروزه تقاضاي زيادي براي توليد 

باشد  يم ها روسيوبدن در مقابل  يله دفاعيارزشمند، وس يها پروتئينن ياز ا يکيز به عنوان ينگاما  نترفرونيا
 يها يماري، سرطان ها و بيروسيو يها يآلودگ ين رو به عنوان دارو برايدارد، از ا ييبالا يو ارزش درمان

ش دهنده يافزا يها يمناسب با توجه به توال ين پژوهش آغازگرهايدر ا. رديگ ميمن مورد استفاده قرار يخودا
 ييجهت شناسا His Tag يبرش مناسب، توال ينترفرون گاما، محل هايادو طرف ژن  يها يتوال ،ياهيان گيب

ژن مورد نظر . ر ژن استفاده شديتکث يو برا يطراح His Tagن و فاکتور هگزا جهت حذف يص پروتئيو تخل
 NOSو خاتمه دهنده  CaMV35Sشبرنده يتحت کنترل پ pCAMBIA1304 ياهيگ يانيدر ناقل ب

ه يسو ياکليشياشر يبه باکتر يش شوک حرارتبا رو (pCAMIFN-γ) سازه بدست آمده. شد سازي همسانه
DH5α  گرم در   يليم ۵۰ن يسيکاناماک يوتيب يآنت يط حاويمح يبر روخته يترار يها يباکترمنتقل شده و

ف يو هم رد يابي ي، تواليمي، هضم آنزcolony PCRمختلف  يها کيتکنبا استفاده از . تر انتخاب شدنديل
 سازه مورد نظر با روشسپس  .د شدييتا يانينترفرون گاما در ناقل بين احضور ژ يآن در بانک اطلاعات يساز

اه يگ يختيترار يو براشده منتقل  LBA4404ه يوم سوياگروباکتر يانجماد و ذوب به باکتر استاندارد
مورد استفاده قرار  يسک برگيو به روش د يلدونيکوت يزنمونه هايق رياز طر )Cal J رقم(فرنگي گوجه
کشت قرار گرفته، سپس -شيط پيمح يساعت بر رو ۴۸زنمونه ها به مدت يح در ابتدا رينظور تلقبه م. گرفت

 يبر رودرجه  ۲۸ يو دما يکيساعت در تار ۴۸زنمونه ها به مدت يوم انجام شده و ريبا اگروباکتر يه زنيما
ط يکه شامل مح يکشت انتخابط يه محح شده بيتلق يزنمونه هايت ريدر نها. کشت قرار گرفتند- ط هميمح
تر يگرم در ل يليم ۵/۷ن يسيگرومايتر و هيگرم در ل يليم ۲۵۰م يوتاکسسف يها بيوتيک آنتيهمراه کشت به - هم

، ييبعد از باززا. در اتاق رشد قرار گرفتند يکيساعت تار ۸ساعت نور و  ۱۶ط يو در شرا منتقل شدند
نترفرون گاما در يحضور ژن ا PCRک ياز تکنخت انجام شده و با استفاده ياه تراريگ يژنوم DNAاستخراج 

  .ديد گردييخت تاياه تراريگ
  
  

  وميقال ژن، اگروباکترت، انفرنگي گوجهاه ينترفرون گاما، گياب، ين نوترکيپروتئ :يديکل يواژه ها
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  مقدمه ۱- ۱
  ١ها اينترفرون ۱-۱-۱

 ها آن .كشف شدند ۱۹۵۷در سال  هستند كه ٢ها نيپروتئيني سايتوكگليكو  از خانوادة ها اينترفرون
 يها يماريب ها، سرطان ،انگلي ،هاي ويروسي در مقابله با عفونت كه باشند ميي القايي ها نپروتئي
ي تكثير و تمايز همچنين بر رون عوامل يا. ار مؤثر هستنديبس براي كنترل سيستم ايمنيو  منياخود

تعداد زيادي  وظايف متعدد خود را از طريق تحريك و القاء توليد ها اينترفرون .باشند ميمؤثر سلولي 
 ).۲۵،۷۶(دهند ميپروتئين انجام 

با توجه به . برآورد شده است ارد دلاريليم ۴ر بالغ بر ياخ يها سال در ها اينترفرون يفروش جهان
من و ي، ايدائمع از مناب ها اينترفروند يتول يبرا يديشد ن دارو علاقهيا يمت بالاياد و قيمصرف ز

  ).۱۴(ارزان وجود دارد
)آلفا ياصل در سه گروه يانسان يها اينترفرون )αبتا ،( )β گاما  و( )γ نترفرون يا .شوند مي يرده بند

در مقابل  يولسل يمنيدر ا يمهم يدهافعال کننده ماکروفاژ است و عملکر ين اصليتوکيسا ٣گاما
ن يو همچن يمادرزاد يمنيماران نقص ايدرمان ب ين براين پروتئياز ا .دارد يداخل سلول يها کروبيم

 يها ز درمان سرطانيو ن) ٦١( ٥وميمورفويت و سالمونلا) ١١( ٤ايشمانيلمانند  يدرون سلول يها يآلودگ
نقش  نينتروفرون گاما همچنيا .دوش مياستفاده ) ٧( ٧و ملانوما )٧٥( ٦مختلف از جمله نوروبلاستوما

جهت کاهش تکرار و  ينترفرون گاما به عنوان درمان کمکيا .داردعهده بر  يالتهاب يدر پاسخ ها يمهم
 يماريشرفت بيو کاهش پ يويبروز ريگرانولوماتوز مزمن و ف يماريهمراه با ب يشدت عفونت ها

  .درو ميم به کار يس بدخياستئوپتروز
  
  ٨يلکولمو يکشاورز ۱-۱-۲

. کند مياستفاده  ياهيگ ياهان به عنوان منبع مواد خام و انواع داروهايهزاران سال است که بشر از گ
ن يو تسک ها يماريجهت درمان ب ياهيگ ين تمدن ها بشر از عصاره هاياول يريهمزمان با شکل گ

نوتركيب در   DNAوميلادي تكنولوژي توليد پروتئين   ٨٠در اواخر دهه  .استفاده کرده است ها درد
                                                

1-Interferon  
2- Cytokine 
3-Gamma Interfron  
4-Leishmania  
5-Salmonella Typhimurium  
6-Neuroblastoma  
7-Melanoma  
8-Molecular farming  
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دارويي ارزان و ايمن  يها پروتئينبيان گياهي شد كه قادر به توليد  يها سيستمگياهان باعث كشف 
 يمهندس يها کيق تکنياهان از طريمهم در گ يها پروتئينو  يستيز يد داروهايبه تول ).۷۷(دبودن
ترکيبات د يتولجهت  ،دکشاورزي مولکولي رويکردي جدي .دشو مياطلاق  يمولکول يکشاورز کيژنت

، ها واكسن آنتي بادي هاي نوتركيب، انواعو داراي پتانسيل بالايي در توليد نامحدود  بودهدارويي 
  ).۳۰(باشد مي ها جايگزين هاي خوني، فاكتورهاي رشد و آنزيم

هاي گياهان به عنوان بيوراكتورنش يباعث گز ها آن ياروهاي بيولوژيكي و قيمت بالاداز فراوان به ين
ق ين طرياز ا توان مي را يب ارزشمندينوترک يها پروتئينو ن داروها شده است يي توليد اطبيعي برا

به اقتصادي تر بودن آن  توان ميآن  يفوايد و کاربردهااز . د کرديمت ارزان توليد و به قاياس زيدر مق
ژن  يان بالايبرم طبيعي، صنعتي، توليد فراورده هاي بيولوژيكي فعال و مشابه ف يها سيستمنسبت به 

با ب، پايداري بيشتر و همچنين عدم وجود خطرات ناشي از آلودگي ين نوترکيپروتئ يو توليد بالا
  ).۹۰(اشاره كرد و سموم بالقوه خطرناک ٢ HCV ،١ HIVمانند  زاي انسانيعوامل بيماري

در گياهـان فقـط در صـورتي     دارويي يها پروتئينبا اين وجود بايد توجه كرد كه پتانسيل بالاي توليد 
كه توليدات حاصل، استانداردهاي كيفي لازم و همچنين درجه كيفي دارويـي را داشـته   شود  ميمحقق 

باشند تا بتواند از فيلترهاي نظارتي رد شده و استفاده از آنهـا در آزمايشـات بـاليني و درمـان معمـول      
ط به بهبود عملكرد از نظر كمـي را توسـعه   مربو يها براي رسيدن به اين اهداف بايد تكنولوژي. گردد

داد، از كيفيت و پايداري محصولات مطمئن گرديد و همچنين مراحـل تخلـيص و پـردازش فـراورده     
  ).٨٤(دبخوبي انجام گير

نگراني هايي كه در مورد  :علاوه بر اين مسائل، چندين چالش مهم ديگر وجود دارد كه عبارتند از 
اين . ضوعات ايمني زيستي و ريسك موفقيت كشاورزي مولكوليمسائل محيطي وجود دارد، مو

سازي گياهان تراريخت كمتر از اهميت ايمني كه اهميت ايمني آزاد  دهد ميموضوعات بخوبي نشان 
  ).٨١(تخود محصولات نوتركيب توليد شده نيس

  
  
  

                                                
1- Human Immunodeficiency Virus  
2- Hepatitis C Virus 
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  اهداف تحقيق ۲- ۱
نظير ب نوترکي يها پروتئينتوليد  يها سيستمگياهي نسبت به ساير  يها سيستم يها با توجه به مزيت

نترفرون ين ايفراوان پروتئ يت و کابرد هاين اهميهمچن وپستانداران  يها لولس مخمر، فاژ، باكتري و
اه گي. باشد ناپذير مي  از منابع دائمي و ارزان، اجتناب نين پروتئضرورت توليد اي ،يگاما در پزشک

کشت بافت گياهي  يها دستورزي ژنتيکي و تکنيک به عنوان يک گياه مناسب از نظر يگوجه فرنگ
اه در گي نترفرون گامااز آنجا که تا کنون گزارشي مبني بر توليد پروتئين اي. گيرد مورد استفاده قرار مي

  .ديجاد نمااي ،اهين گيد آن را در اتواند زمينه تولي است، لذا اين تحقيق مي  دريافت نشده يگوجه فرنگ
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  ب ينوترک يها پروتئين ۱- ۲
 يها ک در ساليژنت يو مهندس يوتکنولوژيب ين دستاوردهايب از مهمترينوترک يها پروتئيند يتول
هاي نوترکيب انساني جهت درمان و  امروزه تقاضاي زيادي براي توليد پروتئين. ر بوده استياخ

فروش % ٦٠ين نوتركيب در بازار وجود دارد كه پروتئ ٢٠در حال حاضر حدود . تشخيص وجود دارد
اريتروپويتين، عامل محرك كلوني : عبارتند از که آنها مربوط به شش پروتئين داروئي است

  ).٤٤(ن، هورمون رشد انساني، انسولين و آلفا اينترفروBگرانولوسيت، واكسن هپاتيت 
  
  بينوترک يها پروتئيند يتول يها ستميس ۲-۱-۱

 ها پروتئينن يد ايتول ين نوترکيب، دسترسي به سيستم توليدي ساده و ارزان برايپروتئگذشته از نوع 
  : عبارتند از ها ستمين سياز انواع ا يبرخ. برخوردار است يژه ايت وياز اهم

  
ي پروکاريوتي ها ي نوترکيب، استفاده از سيستمها پروتئيند يرايج ترين سيستم بياني براي تول -١

با توجه به سهولت دستکاري، به صرفه بودن نسبي اقتصادي و سادگي   E.coli است و در اين بين
سيستم غالب مي باشد اما توليدات نوترکيب آن ممکن ) Splicingفقدان فرايند (ذاتي بيان پروتئين 

ضمن آنکه . دشوار مي سازد  in vivoاست همراه با اندوتوکسين باشد که استفاده از آن را در شرايط 
ي ها مهمترين اشکال سيستم). ٤٠(ز وجود دارديخريب پروتئوليتيک پروتئين بيگانه نامکان ت

  .ي توليدي استها پروتئينپروکاريوتي، ناتواني آنها در انجام تغييرات پس از ترجمه روي 
  
ي نوترکيب به کار ها پروتئيني ساده يوکاريوتي مانند مخمرها نيز مي تواند در توليد ها سيستم -٢

ناتواني از انجام بعضي از تغييرات پس از ترجمه  ها عمده ترين اشکال اين سيستم. ندگرفته شو
ي ها بخصوص گليکوزيلاسيون است که بسيار مهم بوده و در مخمر مي تواند متفاوت از يوکاريوت

به علاوه مقادير توليد پروتئين نوترکيب در مخمر محدود است و توليد آن در مقياس . عالي تر باشد
  .مقرون بصرفه نيست وسيع

  
ز بخوبي انجام شده است اما توليد گسترده يي پستانداران نها ب در سلولينوترک يها پروتئينتوليد  -٣

ضمن آنکه استفاده از اين روش خطر آلودگي به عوامل عفوني و . آن گران و وقت گير است
نظر قانوني و اخلاقي نيز ي انکوژن را در پي داشته و از ها ي مختلف واگيردار و تواليها ويروس

ي جانوري کنترل دقيق حالات ها همچنين طي کشت سلول. يي براي آن مطرح مي باشدها محدوديت
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بويژه وقتي در مقياس  ها کشت براي اطمينان از خلوص محصولات الزامي است، چرا که اين سلول
  ).٦٦(صنعتي کشت مي شوند، نسبت به تغييرات محيطي بسيار حساسند

   
توانند به آساني رشد  ميکه  باشند ميب ينوترک يها پروتئين ديتول يها سيستمگر از يد يکياهان يگ -٤

 يها ي حاصل از گياهان، عاري از اندوتوکسينها پروتئين .قابل توجهي توليد کنند ١کرده و توده زنده
هستند که در انکوژن و ويروسي  DNAمضر، عوامل بيماريزاي جانوري، پاتوژن هاي بالقوه انساني و 

ي جانوري و پروکاريوتي احتمال حضورشان وجود دارد و ها ي بياني رايج مانند کشت سلولها سيستم
از آنجايي كه  .)٨٢(باشند ميي درماني و تشخيصي ها پروتئيناز اين جهت نيز مدلي ايده آل براي بيان 

توان از  مي ،كنند را حفظ ميشوند ساختار اصلي خود  اي كه در گياهان بيان مي هاي بيگانه پروتئين
ي ها پيشرفت). ٢٢(دها و پپتيدهايي با ارزش دارويي استفاده كر براي توليد پروتئين ريختگياهان ترا

سبب ) تر براي مثال ارزان(تر  ي مورد استفاده، روش هاي تخليص و گياهان مناسبها منظم در ناقل
ب بيشتر و بيشتر مورد توجه قرار ينوترک ين هايشده است كه استفاده از گياهان به منظور توليد پروتئ

الحاقي به آن و امکان افزايش توليد با   DNAبا توجه به پايداري گياه تراريخت و ن يبنابرا. گيرد
ين سيستم براي توليد تر ي کشاورزي براي توليد نامحدود و ارزان قيمت، گياهان، اقتصاديها روش

  . باشند مينوترکيب  يها پروتئينمقادير فراوان 
  
  کشاورزي مولکولي ۲- ۲

هاي با ارزش تجاري و دارويي در گياهان  به معناي توليد پروتئيناي  کشاورزي مولکولي واژه
در کشورهاي پيشرفته دنيا تلاش پرشتابي جهت توليد زيست داروها از منابع ). ۴۲(دباش ميخته يترار

هاي توليد داروهاي ضد سرطان  ون به كارخانهآمريكا گياهان توت درهم اكنون . رديگ ميگياهي انجام 
از مزارع جو در ايالت واشنگتن تا مزارع نيشكر در هاوايي، دانشمندان آمريكايي  .اند تبديل شده

هاي موثرتري را براي  تر و راه كنند كه محصولات ارزان اي را توليد مي محصولات كشاورزي پيشرفته
شود،  اين كار به مدت بيش از يك دهه است كه انجام مي. كنند درمان بيماران با اين غذاها فراهم مي

اند و وارد  اما محصولات ذكر شده به تازگي مراحل نهايي فرآوري خود را پشت سر گذاشته
كه بيماران در حال حاضر مقاديري از اين گياهان  بطوري .اند تجاري شده آزمايشات كلينيكي و فرايند
  ).٩(دكنن را به عنوان دارو استفاده مي

  

                                                
1-biomass 


