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  :چکیده 

کشاورزي مولکولی یکی از دستاوردهاي ارزشمند مهندسی ژنتیک در تولید پروتئین هاي نوترکیب بویژه 

ویژگی هاي خاص گیاهان به عنوان بیوراکتور . در گیاهان است... و آنتی بادي ها ، هورمون هاواکسن ها،

 tPAtissue Plasminogenداروئی پروتئین. آنها را از سایر سیستم هاي تولیدي متمایز می نماید

Activator)(دامبهپلاسمینوژنترجیحاوشدهمتصلخونیهايلختهبهقويو نسبتااختصاصیطوره ب

این تحقیق با استفاده از پپتیدها ي راهنما  در. بردمیبینازرالخته خونیوفعالراهالختهداخلدرافتاده

بدین منظور از پپتید هاي . و الحاقی سعی در افزایش کیفیت و نگهداري پروتیئن نوترکیب شده است

,LTBCPP,Trombin siteو همچنین پپتیدهاي الحاقی  ,KDELExtensin,SP-Zera,Zeraراهنماي 

His-tag, این پپتیدهاي راهنما و الحاقی بر حسب وظیفه به انتهاي. استفاده شدC - ترمینال یاN –  ترمینال

ناقل اصلی براي . به ابتداي ژن اضافه شد (Kozak)اضافه شد و همچنین یک توالی افزایش دهنده ي بیانی 

سازه هاي . شوده در انتقال ژن به گیاهان استفاده میبود که به عنوان یک ناقل دوگان pBI121تمام سازهها 

معرفی گردیدند و به صورت  LBA4404ابتدا به اگروباکتریوم سویه  pKt, pEXt,) (pSPt, pZtتهیه شده 

-mg.Lحاوي کانامایسین (گیاهان تراریخت روي محیط انتخابگر . انتقال پایدار و دائمی به توتون منتقل شد

1
منتقلخاكبهسپسوپرلیتبهابتداشدهدارریشهتراریختهايجوانهسپسشدندانتخاب )100

،(PCR)اي پلیمراز زنجیرهواکنشروش هاي مختلف مانند  ازاستفادهباتراریختگیاهانارزیابی .شدند

این آزمون ها براي تعیین حضور،  .الایزا و زیموگرافی انجام شد،RT-PCR،SDS-PAGEسادرن بلات

مقدار پروتیئن تولیدي و فعالیت ن تعداد نسخه، انجام رونویسی، بررسی احتمالی حضور ژن، بیان وتعیی

. پروتئین انجام شد

  :واژگان کلیدي

پروتئین نوترکیب، پلاسمینوژن بافتی، زایموگرافی، توتونپپتیدهاي الحاقی، زراعت مولکولی،
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  :مقدمه

ها از منابع اما استخراج آن ،شودها در تحقیقات، پزشکی و صنعت به طور وسیع استفاده میامروزه از پروتئین

از سوي دیگر استفاده از منابع طبیعی می تواند خطرات زیادي مانند انتقال . باشدطبیعی مشکل و هزینه بر می

Ma(هاي خونی به همراه داشته باشدها و فرآوردهها از طریق هورمونبیماري et al., تراریختگیاهان).2003

دررانشانگرهايژنیاگزارشگرهايتنها ژنکهیگیاهانازوداشتهزیاديتوسعهگذشتهقرنربعبهنزدیک

توانندمیکهگیاهانیودهندمیتظاهرخوددررامطلوبصفتچندینکهگیاهانیبهدادند،میتظاهرخود

تبدیل  گیرندقراراستفادهموردانسانیپزشکینیازموردنوترکیبداروهايسایروباديآنتیوواکسنتولیدبراي

تولیدداروهايسمتبهجهانداروسازيملیتیچندوبزرگهايشرکتوپژوهشگرانجدیدرویکرد.شده اند

گیاهاندرشده
1

تحول  1970مهندسی ژنتیک در دهه  روشپس از توسعه .)1385یاضی،قره(می باشد   PMPیا

هاي نوترکیبی انسولین و هورمون رشد انسانی اولین پروتئین. وجود آمدهاي ارزشمند بهبزرگی در تولید پروتئین

- هاي نوترکیب جایگزین خالصتدریج تولید پروتئینبه. مهندسی ژنتیک تولید شدند روشبودند که از طریق 

میکروگرم هورمون  80مهندسی ژنتیک، براي تولید تنها  روشبدون استفاده از . ها از منابع طبیعی شدسازي آن

Mahmoud(کیلوگرم روده گاو نیاز است  3000انسانی خالص و فعال به  et a l,. 2004.(  

ارزش تجاري  2006هاي نوترکیب روز به روز افزایش پیدا کرد به نحوي که در سال تولید تجاري پروتئین     

 104لازم به ذکر است که در همان زمان نزدیک به (دلار رسید  میلیارد4/47نوع پروتئین نوترکیب مختلف به  77

53رصد رشد به د 7با  2010این رقم در سال ). پروتئین نوترکیب دیگر در مراحل کلینیکی و آزمایشی بودند

ژنانتقالباتراریختگیاهاناولنسل1983سالدرگیاهانبهژنموفقانتقالاولیندنبالبه. دلار رسید میلیارد

عرصه تحقیقبهپاgusنظیرگزارشگرهايژنوبیوتیکآنتیبهمقاومتهايژننظیرانتخابقابلهاي نشانگر

مطالعاتانجام بعديمراحلدروژنانتقالهايروشسازيبهینهمرحله،ایندرهدفتنها.گذاشتتوسعهو

پیشبرهايتحت کنترلهايژنبیانمکانومیزانبرمحیطیعواملاثربررسیوژنبیانمورددرپایه
2

 مختلف

گروه ازاین.گذاشتوجودعرصهبهپاتراریختگیاهاندومنسلتدریجبهمیلادي1990دههاوایلاز.بود

                                                                
1 - Plant Made Pharmaceuticals
2 - Promoters
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hptنظیرانتخابقابلنشانگرهايژنبودندارابرعلاوهگیاهان , nptنظیرگزارشگرهايژنگاهیوgfp , gus 

  .بودند ...وکیتیناز Cry1abهاي،ژننظیرزراعیارزشباژنیکحداقلداراي

گیاهانسومنسلعنوانبهکنندمیبیانرازراعیواقتصاديارزشباژنیکازبیشکهتراریختیگیاهان

بهمقاومتهايژنهمزمانتظاهربهکهگیاهانقبیلاینمیلاديسومهزارهابتداياز.شوندمیشناختهتراریخت

افزایشطریقازخوراکیگیاهانسازيغنی.رفتکشتزیربهشودمیمحدودهاعلفکشبهتحملوآفات

ودارندقرارچهارموسومنسلتراریختگیاهانزمرهدرهاویتامینوانسانشیرهايپروتئینآهن،روي،تولید

.استتعقیبدستدرجدیتبازیاديکشورهايدرمختلفهايشرکتتوسطهاآنرسانیبازاروتولیدبا

.شوندتولید می بهداشتیوپزشکیهاياستفادهاهدافباکههستندگیاهانیچهارم،نسلتراریختگیاهان

  :فرضیه ها

وجود ) Extensinو  KDELوسیگنال هاي  tag-His(همراه توالی هاي ویژه مثل  tPAامکان ساخت سازه -1

.دارد 

.امکان انتقال سازه ي تهیه شده به سلول هاي توتون وجود دارد-2

.در سلول هاي توتون تراریخت  وجود دارد tag-Hisمنتقل شده به همراه  tPAامکان تولید پروتئین فعال -3

:هاهدف 

. tPAین نوترکیب ئي مناسب به منظور استخراج آسان تر و ارزان تر پروت tPAسازه ي ژنی ساخت-1

همراه توالی هاي ویژه به سلول هاي توتون با  tPAامکان سنجی انتقال سازه ي تهیه شده حاوي ژن -2

  ).LBA4404( استفاده از باکتري آگروباکتریوم 
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  تاریخچه- 2-1

  کشاورزي مولکولی- 1- 2-1

 زیستیسایر محصولات ین هاي نوترکیب وئپروتافزاینده اي براي تولید ارزان تر سلول هاي گیاهی به طور 

 ,.Fischer et al)شوندصرف کننده استفاده می در مقیاس وسیع و با خطر کمتر براي سلامتی انسان هاي م

1999).  

شود که به طور لکولی معرفی میویک شاخه ي جدید از بیوتکنولوزي گیاهی به عنوان کشاورزي م     

ي هاولکلوهایی براي تولید انبوه م عاملرداري از گیاهان مرتبط با کشاورزي به عنوان بعمده به بهره 

هاي جدید ایجاد راهبا استفاده از گیاهان، ي زیستیبه خصوص امکان تولید دارو ها.تمرکز می کند زیستی

عنوان مثال  به.و پیشنهاد راه حل هایی براي بعضی از مشکلات وابسته به سیستم هاي بیانی قدیمی است

انتی بادي ها در باکتري ها به خاطر نبود سیستم آنزیمی پیچیده همانند ین هاي چند زنجیره پیچیده،ئپروت

در میان سیستم هاي بیانی .دنشده محدود می شو ساختهین هاي تازه ئشامل تغییرات پس از ترجمه پروت

Malissard)نهایی مناسب نیستمخمر همیشه به عنوان هیپرگلیکوزاسیون محصول یوکاریوتی  et al,. 

ماده هاي گران و سنگین پیشو سیستم هاي پیچیده به و حشرات پستاندارانکشت هاي سلولی .(1996

سلامتی محصول وریون ها آلوده شوند وویروس ها،ممکن است به سادگی با توکسین ها،ونیازمند است

سیستم هاي گیاهی ممکن است براي تمام این مشکلات یک راه حل موثر داشته  .دهندنهایی را کاهش 

ین ها به صورت ساختمانی و ساختاري مشابه آنئاول از همه سیستم هاي گیاهی قادر به تولید پروت .باشد

که تولیدات با کیفیت بالا عاري از پاتوژن هاي هاي جانوري تولید می شوند هستند هایی که در سلول

 توانایی ذخیره کردن ملکول زیستییک مزیت متفاوت گیاهان به عنوان راکتور.انسانی را ضمانت می کند

.دهدمی محیط درون بذر و اندام ذخیره اي است که اجازه ي نگهداري آن را در دماي هاي زیستی

با این روش .دهمچنین این امکان وجود دارد که به طور مستقیم محصول را از طریق خوراکی دریافت کر

مولکول ها درون دسته اي از کپسول ها تر است وخالص سازي محصول نوترکیب راحتاستخراج و

براي مدت طولانی تري حفظ می ) درون اینکولوژن بادي هادیواره ي سلولی یا شبکه آندوپلاسمی یا (

  .(Barta et al,. 1986)شده در گیاهان هورمون رشد انسانی است تولیداولین پروتئین نوترکیب .شوند
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ز آنها به بعضی این هاي نوترکیب دیگر در سیستم هاي گیاهی تولید شده اند وئن بسیاري از پروتآاز بعد 

.,Hood et al)تولید تجاري رسیده اند 1997).  

سالیسیلیک واسید (ترکیبات داخلی هاي زیستیاین نکته حائز اهمیت است که گیاهان به عنوان رکتور     

هفتاد .با تغییر مسیر هاي بیوشیمیایی به منظور بهبود سطوح طبیعی بیان نیز به کار برده می شوند) اپیات ها

.یندآموجود از ترکیبات طبیعی یا مشتق شده از منشا گیاهی به وجود می درصد از ترکیبات دارویی

هستند که عواملی ،دهندمیل یشکترا یک پروتئین راهنماي که ناحیه ي پپتید هاییه آمیناسیدخصوصیات

تعیین کننده ي نوع علاوه برآن د،نکنین بازي میئسیستم انتقال پروتبا داري برهمکنش را  ابه طور معن

نقاط مختلفی از سلول را شناسایی  راهنماهاي متفاوتی از پپتید هاي گروه  .پروتئین منتقل شونده نیز هستند

نیستند در  راهنماپپتید آنهایی که واجد نیستند، راهنماناحیه ي پپتیدین ها داراي ئپروتهمه ي .کنندمی

ین هاي متفاوت به طور عمومی به ئپروت براينشانهساختار متداول پپتید هاي .مانندسیتوپلاسم باقی می

 cیک ناحیه ي قطبی و hو خنثی که توسط یک ناحیه ي آب گریز  nداراي بار مثبت عنوان یک ناحیه ي

در مقصد نهایی قطع  نشانه پپتیدي هاي در برگیرنده  هآمیناسیددر بسیاري از موارد .دنبال می شود است

شوند انجام این قطع شدگی بوسیله ي آنزیم هایی که که به عنوان سیگنال پپتیداز شناسایی می.می شوند

  .می شود

  

2-1 -2 -tPA

. کندفعالراپلاسمینوژنتواندمیکههستندعاملیدارايجانوريبافتهايکهشدگزارش1947سالدر    

وتخلیصزیاديپس محققانایناز (Astrup et al., 1974).شد نامگذاريفیبرینوکاینازعنوانبهعاملاین

خونوعروقخوك،و تخمدانقلبشاملمختلفهايبافتازراپلاسمینوژنکنندهفعالویژگیتعیین

آمددسته برحمبافتازبالابا خلوصانسانی tPAشکلاولین. کردندگزارشرا ورزشانجامازپس

مدلیهموستازيوترومبوزیزالمللیبینکنگرههفتمیندر.)رحمبافتکیلوگرم5ازگرممیلی1تقریبا(

اختصاصی-فیبرینعقیدهاساسجامع،مدلاین (Collen, 1980).شدفیزیولوژیک عرضهفیبرینولیزبراي

هايکنندهفعالبرايیجایگزینعنوانبهtPAازاستفادهبرايشدیديعلاقهودادهتشکیلرا tPAبودن

ي دو  uPAو استرپتوکاینازمثل(بودند دسترسدرزمانآندرکهاختصاصیغیر-پلاسمینوژن فیبرین
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,.Collen et al).برانگیختدرماندر)ايزنجیره بهtPAبوسیلهپلاسمینوژنمدلایناساسبر (2004

دهدمیرخفیبرینسطحدرفقطموثرتريطوربهاین تبدیلاما. شودمیتبدیلپلاسمینپروتئولیتیکآنزیم

-وسیله ه بسرعته بخوندرآزادپلاسمین .گیرندمیقرارکنار همدرپلاسمینوژنو tPAکه ییجایعنی α 

شدنفعالغیرازنسبیطوره بفیبرینسطحدرشدهتولیدپلاسمیناماشودمیفعالغیرپلاسمینآنتی

  .شودمیممانعت

  

tPAژن- 2-3

کهباشدباز میجفت32750شاملژنتوالی. استشدهواقعانسان8کروموزومکوتاهبازويروي tPAژن 

نواحی احاطه کننده به مربوطترتیببهبازجفت344و3530تعدادایناز
1

3َو 5َطرفدودر مولکول

ازهااگزونطول.استکرده تقسیم)اگزون (کنندهرمزناحیه14بهراژن،اینترونتوالی13.باشدمیژن

 mRNAلکول وم(Sandra et al., 1986).باشدمی142تا111ازهااینترونطولوبازجفت914تا43

میرمزرااسیدآمینه562کهباشدمی poly Aتوالیبجزباز2530دارايtPAژنرونویسیازحاصلبالغ

آناسیدآمینه 20-30احتمالا،)-35و -1(بالغپروتئینشروع توالیازقبلدرموجوداسیدآمینه35از.کند

پروتئینبهمربوطاياسیدآمینه 12-15توالیآنادامهدرکهباشدمی آبدوستنشانه پپتیدبهمربوط

، 527بابالغپروتئینوحذففوقییتا35توالی tPAترشح وترجمهازپسحالهربه.استقرارگرفته 

,.Pennica et al).آیدمیدسته باسیدآمینه 1983)  

    مرتبطهايبیماري- 2-4

نفر مردممیلیارد6حدودازنفرمیلیون17میرومرگعللجهانیبهداشتسازمانرسمیاعلاماساسبر

حملهسکته،مثلعروقی-قلبیهايبیماري. )1385یاضی،قره(باشدمیعروقی-قلبیهايبیماريجهان،

 میبالغجمعیتیکدرمیرومرگعاملتریناحتمالا اصلیوریديترومبوامبولیسموحادمیوکاردیال

کهباشدمیمهمخونیهايرگدرايلختهانسدادشرایط، اغلبایندرمطرحعاملمهمترین.باشند

                                                                
1- Flanking
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فعالوریديداخلتزریقترومبوز،درمانیدیدگاهیک.گرددمیهاي حیاتیاندامبهخوننرسیدنموجب

Collen and)باشدمیخونلختهکنندهحلدارويبه عنوانپلاسمینوژنهايکننده Lijnen, 1991).  

  

خونیلختهتجزیه- 1- 2-4

بهوابستهپروتئولیز uPAاصلی،نقشکهصورتیدرباشدمی tPAخوندرپلاسمینوژناصلیکنندهفعال

.باشدمیثانویه، tPAبهنسبتعروقیداخلفیبرینحذفدرآننقشکهاستاینبرعقیدهواستبافت

بهینهتماساتصال برايهايمحلسطحاینزیراشودمیمنتشروآغازفیبرینسطحدرعمدتافیبرینولیز

تحریکی،اثراین. کندمیرا مهیاtPAوپلاسمینوژنخصوصه بفیبرینولیتیکسیستماجزايازتعداديبین

فعالیتشدنمتمرکزموجبوآوردمیوجوده بفیبریندر رسوباترا tPAو پلاسمینوژنازبالائیغلظت

-PAI-1(پلاسمینوژنفعال کنندهمهارکنندهوسیلهه بمهاريتنظیم.شودمیناحیهایندرپلاسمین

(1=Plasminogen Activator Inhibitorکهگرددمیپلاسمین انجامکنندهمهاروPAI-1  ومهمترین

میمتصلمهارکنندهاینبهخونگردشدري موجودtPAاکثروپلاسماستدر tPAمهارکننده موثرترین

هره ب. داردوجودآنبعديحذفوفیبرینبین تشکیلشدهتنظیمکاملاتعادلیکطبیعیطوره ب.گردد

ارثیافزایشدارايبیماران.خوردمیبهمتعادلاینارثی،هاينقصدرخاص وبیماريشرایطدرحال،

ممکنفیبرینولیتیکیافتهکاهشفعالیتیکبرعکس،.شدیدي دارندخونریزيمعمولافیبرینولیتیکفعالیت

  (Ridker et al., 1994).باشد همراهترومبولیتیکبیماريبااست

  

  فیبرینبرايترکیبیمیل- 2-5

نسبتاپلاسمینوژنفعال کننده tPAفیبرین،غیابدرپلاسمینوژن،براي tPAضعیفترکیبیمیلدلیلبه

1000راآنفعالیتبه  فیبرین،اتصالشوداردفیبرینبرايزیاديترکیبیمیل tPAالبته  .باشدمیضعیفی

شودمیدادهنسبتفیبرینسطحاختصاصی روياتصالهايمحلبهشدیدمیلاین.دهدمیافزایشبرابر

ه برالختهتجزیهاین،برعلاوهوشودمیپلاسمینوژن هب tPAصحیح گیريجهتوشدنمتراکمموجبکه

  (Nieuwenhuiten, 1994).بردمیپیشموثرطور


