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  :تشکر و قدردانی
  

سپاس خداي را که ما را به شرف علم مفتخر ساخت و در این مسیر راهنمایانی شایسته فرا راهمان 
  .قرار داد

بـر بنـده فـرض اسـت کـه از      ) من علمنی حرفا فقد صیرنی عبدا(با عنایت به فرموده مولاي متقیان       
وم سازي یاري کردند نهایت تـشکر و  تمامی کسانی که بنده را از مرحله حرف آموزي تا مرحله مفه  

  .قدردانی را بعمل آورم
 از باب من لم یشکر المخلوق من لم یشکر الخالق، لازم است از استاد راهنمـاي ارجمنـدم جنـاب     
آقاي دکتر مختار جلالی جواران که همواره  از حمایت ها و راهنمایی هاي ارزنده شـان بهـره منـد                     

از استاد مشاور گرانقدرم جناب آقاي دکتر فریـدون        .را بعمل آورم  بوده ام، نهایت تشکر و قدردانی       
از . را دارم مهبودي که نمونه شایسته اي از علم و تبدیل علم به فـن آوري هـستند، نهایـت تـشکر                     

 و از ایـشان بـوده  بنده که همواره مـورد لطـف   دوم جناب آقاي دکنر هوشنگ علیزاده، استاد مشاور   
از تمـامی دوسـتان و همکـارانم در    .  متشکرمی نهایتراهنمایی هاي ارزنده شان بهره مند شده ام، ب    

انستیتو پاستور ایران، آقایان دوستی، صرامی، امینی، عباچی و علی الخـصوص خـانم دکتـر نوشـین         
تانم در  از تمـامی همکلاسـی هـا و دوس ـ        . داودي و خانم برخورداري نهایت تشکر و امتنان را دارم         

        دانــشگاه تربیــت مــدرس آقایــان میرزایــی اصــل، میرزاقــادري، اســماعیلی، معمــاري،  عبــداللهی،  
از مـسئولین محتــرم  .  رزمــی و خـانم بــاقري کمـال تــشکر را دارم  ،محـب الــدینی، لطیـف، اژدري  

  .آزمایشگاه ها آقاي مهندس ایري و خانم آزموده نیز کمال تشکر و امتنان را دارم
   



  
   :خلاصه

 حجم انبوه دررا بسیاري از داروها  می توان  کهه است گیاهی نشان دادزیست فناوري مولکولی و زیستبکارگیري 
 همچون ایمنی بالا، هزینه  جذابیت سیستم هاي گیاهی به دلیل مزایایی.دنمو گیاهان تولید و به قیمت بسیار ارزان در

، مخمرها  باکتري هامثل(  است که نسبت به سیستم هاي کلاسیکولیدپائین، تغییرات پس از ترجمه و حجم بالاي ت
 بطور اختصاصی و tPA (tissue Plasminogen Activator) پروتئین داروئی . دارند) و سلولهاي جانوري

نسبتا قوي به لخته هاي خونی متصل شده و ترجیحا پلاسمینوژن به دام افتاده در داخل لخته ها را فعال و لخته 
در .    به منظور درمان سکته هاي قلبی و مغزي استفاده می شودtPAاز پروتئین نوترکیب .  را از بین می بردخونی

 ژن فعال کننده cDNA  به منظور بررسی امکان و نحوه بیان این پروتئین در سیستم بیانی گیاهی،این تحقیق،
مسانه سازي و سپس در ناقل بیانی گیاهی  ه T/Aبا کمک آغازگرهاي اختصاصی در ناقل (tPA)پلاسمینوژن بافتی

 pBI121 در مجاورت ژن gusاین ژن تحت کنترل پیشبرنده . همسانه سازي شد CaMV 35S و خاتمه دهنده 
NOSتوالی افزایش دهنده .  قرار گرفتKozak کننده پپتید نشانه رمز و ترادف KDEL به ترتیب به انتهاهاي ،

به  و سپس LBA4404 سوش  ابتدا به آگروباکتریومpBI-tPA سازه .شدند افزوده tPAآمینی و کربوکسیلی ژن 
) mg.L-1  100حاوي کانامایسین (خابگرنتکشت اگیاهان تراریخته روي محیط . شدداده ل انتقاگیاهان توتون ژنوم 

 به منظور  جوانه هاي تراریخت ریشه دار شده ابتدا به پرلیت و سپس به خاك منتقل شدند وندانتخاب شد
 از آنها (T0)بذور نسل اول جلوگیري از دگرگرده افشانی غنچه قبل از باز شدن پاکت گذاري و ایزوله شدند و 

ارزیابی گیاهان تراریخت با استفاده از واکنش زنجیره اي . شدنجام ا در نسل بعد و ارزیابی پایداري ژنجمع آوري 
با استفاده از  PCR  واکنش. انجام شدفی  و زیموگراوسترن بلات، RT-PCR ،SDS-PAGE و (PCR)پلیمراز

 RT-PCRواکنش .  در نسل هاي اول و دوم گیاهان تراریخته را نشان داد tPA حضور ژنآغازگرهاي اختصاصی 
علائم اولیه و احتمالی حضور نیز  SDS-PAGEژل .  مربوطه را اثبات کردmRNAنیز انجام رونویسی و تولید 

. ستفاده شداtPA  جهت اطمینان از بیان پروتئینآزمون وسترن بلات  از  و داد را نشان(tPA)پروتئین مورد نظر
حضور و هم فعال بودن هم آزمون این   کهانجام شد فعال بودن پروتئین تولید شده آزمون زیموگرافی براي بررسی

  داروئیاین پروتئینرا تخلیص کرد،  پروتئین نوترکیب اگر بتوان ایناکنون  .  را اثبات کردtPAپروتئین نوترکیب 
بدیهی است با استحصال و استخراج این پروتئین نوترکیب ارزشمند . خواهد داشتتوانایی حل لخته هاي خونی را 

خواهد   کشور برداشته داروهاي نوترکیب درعلاوه بر تولید انبوه و ارزان آن، گام موثر دیگري در جهت پیشرفت
  .شد
  

   توتون انتقال ژن،ل کننده پلاسمینوژن بافتی، زیموگرافی، وسترن بلات،پروتئین نوترکیب، فعا: کلمات کلیدي
   

  

  

  



 
 

Cloning and transformation of tissue Plasminogen Activator (tPA) gene to 
tobacco (Nicotiana tabacum L. Xanti) 

  
ABSTRACT 

Applying molecular biology and plant biotechnology showed that plants can 
produce many medicins in high volume and very inexpensive. Plant system is 
advantagous for safe, low cost, post-translation modifications and high volume 
production in compare to classic systems (such as bacteria, yeast & animal cells). 
tPA (tissue Plasminogen Activator) drug protein especially & strongly bounds to 
blood clots and preferly activates plasminogen trapped in blood clots and then 
dissolve blood clots. Recombinant tPA protein has been used for thrombolytic 
therapy of heart and brain stroke diseases. In this report, to evaluate the ability and 
expression of this protein in plant expression system, the tPA gene cDNA was 
cloned in T/A vector and then subcloned into a plant expression binary vector 
pBI121 next to gus gene.This gene was expressed under the control of CaMV35S 
promoter and NOS terminator. Kozak sequence and KDEL signal were linked at 
amino and carboxy-termini of tPA gene, respectively. First, the constructed cassette 
pBI-tPA was transferred to Agrobacterium tumefaciens (strain LBA4404) and then 
the tPA gene was inserted into the plant genome by Agrobacterium-mediated 
transformation. Transgenic plants were selected on medium containing kanamycin, 
and then transferred into perlite and soil. To prevent cross pollination, the buds were 
covered by envelope before opening and then seeds of subsequent generation (T0) 
were gathered and evaluated for inheritance of transferred gene in subsequent 
generation. The transgenic plants were evaluated by polymerase chain reaction 
(PCR), RT-PCR, SDS-PAGE, Zymography and Western blot techniques. PCR 
analysis by special primers, was showed the presence of tPA gene in first and 
second generations of transgenic plants. RT-PCR analysis affirmed the transcription 
of this gene. SDS-PAGE gel showed tPA protein band and was used in western blot 
analysis for affirming the expression of tPA protein. Zymography analysis was used 
for evaluating the activity of this protein. This analysis affirmed the presence and 
the activity of this protein. If we can extracted this recombinant protein, this 
medication protein can dissolve clot bloods. In addition to mass and inexpensive 
production, it is obvious that production and purification of this valuable 
recombinant protein will be an effective step in recombinant protein production 
technology.    
     
Key words: Recombinant protein, tissue Plasminogen Activator, Zymography,   
Western blot, Gene transfer, Tobacco.       
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  مقدمه  -1-1

 يد انبوه ومصرف تجارین به عرصه تولین بار در چی اولي که برا1995خت از سال یمحصولات ترار

 ین داخلی مخالفي با استقبال گسترده کشاورزان و مصرف کنندگان مواجه بود و با وجود ادعاهادندیرس

 90ش از ی بیکشت آنها افزوده شده و در مساحتر ی برابر به سطح ز50ش از ی تا امروز بیو خارج

  .)1385قره یاضی،  (شوند یون هکتار کشت میلیم

تنها  که ياهان ساده ای داشته و از گيادیزوسعه ب به ربع قرن گذشته تی قریط گیاهان تراریخت در

ن صفت یچند که یاهانی به گ، دادندیابل انتخاب را در خود تظاهر مق نشانگر يا ژنهای گزارشگر يژنها

 ید واکسن و آنتی تولي توانند برای متکامل یافته اند که یاهانیگ  دهند ویاهر مظمطلوب را در خود ت

د یکرد جدیرو. رندیاستفاده قرار گ  موردی انسانیاز پزشکین ب موردی نوترکير داروهای و سايباد

 اهانید شده در گی تولي جهان به سمت داروهاي داروسازیتی بزرگ و چند مليپژوهشگران و شرکتها

(Plant Made Pharmaceuticals)   یاPMP 1385قره یاضی، (  باشدیم(.   

 يخت با انتقال ژنهایاهان تراری نسل اول گ1983اهان در سال ین انتقال موفق ژن به گیبه دنبال اول

به عرصه  پا gusر ی گزارشگر نظيک و ژنهایوتی بی مقاومت به آنتير ژنهاینشانگر قابل انتخاب نظ

 ي انتقال ژن و در مراحل بعدي روشهاينه سازیبهن مرحله، یتنها هدف در ا. ق و توسعه گذاشتیتحق

 تحت يان ژنهایزان و مکان بی بر میطی اثر عوامل محیان ژن و بررسیه در مورد بیانجام مطالعات پا

  . بود (Promoters) مختلفيشبرهایکنترل پ

ن گروه یا. خت پا به عرصه وجود گذاشتیاهان تراریج نسل دوم گیتدره  بيلادی م1990ل دهه یاز اوا
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ر ی گزارشگر نظي ژنهایوگاه hpt, npt ری نشانگر قابل انتخاب نظياهان علاوه بر دارا بودن ژنهایاز گ

gfp, gusير ژنهای نظیک ژن با ارزش زراعی حداقل ي دارا Cry1abبودند... ناز و یتی ، ک.  

 کنند به عنوان نسل سوم یان می را بی و زراعيک ژن با ارزش اقتصادیز ش ای که بیختیاهان تراریگ

به تظاهر همزمان  که اهانیل گین قبی ايلادی هزاره سوم مياز ابتدا. شوند یخت شناخته میاهان تراریگ

  .ر کشت رفتیشود به ز ی مقاومت به آفات و تحمل به علفکش ها محدود ميژنها

، پروتئین هاي شیر انسان و ویتامین ها در ، آهنيد رویش تولیق افزای از طریاهان خوراکی گي سازیغن

هاي  رسانی آنها توسط شرکت  گیاهان تراریخت نسل سوم و چهارم قرار دارند و با تولید و بازارهمرز

        .  مختلف در کشورهاي زیادي با جدیت در دست تعقیب است

      اهداف استفاده هاي پزشکی و بهداشتی تولید  نسل چهارم، گیاهانی هستند که باتراریختگیاهان 

 PMP (Plantرویکرد جدید پژوهشگران و شرکت هاي بزرگ و چند ملیتی به سمت . می شوند

Made Pharmaceuticals) به تولید انواعی از پروتئین هاي داروئی منجر شد که از طریق انتقال 

تمام گیاه، برگ، میوه یا (  درون اندامهاي گیاهی نوترکیب در سلولهاي گیاهی یاDNAپایدار یا گذراي 

 درصد از داروهاي موجود در بازار داراي 25که در حال حاضر بیش از  طوريبه . شوند تولید می) بذر

  .)1385قره یاضی، (  گیاهی هستندءمنشا

اصطلاح زراعت به تولید زیست داروها و پروتئین هاي مهم کاربردي از طریق گیاهان را 

ت مولکولی پتانسیل بالائی در تولید نامحدود آنتی زراع.  گویند(Molecular Farming)یمولکول

در حال . بادي هاي نوترکیب، واکسن ها، جایگزین هاي خونی، فاکتورهاي رشد و آنزیمها می باشد

  حاضر در جهان یک پذیرش عمومی براي تولید پروتئین هاي نوترکیب بوجود آمده است
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.(Scillberg and Fischer, 1999)  
   :عبارتند ازوقایع اساسی زراعت مولکولی بصورت خلاصه 

در توتون و ) هورمون رشد انسانی( تولید اولین پروتئین نوترکیب داروئیBarta، 1986 در سال

  .  را انجام دادندآفتابگردان

در توتون و ) نیآلبومین سرم انسا( اولین پروتئین با منشاء انسانی  و همکاران Sijmons،1990در سال 

  .  نمودندتولید را سیب زمینی

اولین آزمایش کلینیکی با استفاده از آنتی ژن باکتریائی نوترکیب  و همکاران  Tacket،1998در سال 

  .  را انجام دادندتولید شده در توتون

 ترکیباولین آنالیز گلیکانی گیاهان تولید کننده گلیکوپروتئین نوو همکاران   Cabanes،1999در سال 

  . را انجام دادند

 تولیدرا  هورمون رشد انسانی در کلروپلاست هاي گیاه توتونو همکاران   Staub،2000 در سال 

  .نمودند

را  سرهم بندي مارپیچ سه گانه و تولید کلاژن انسانی در توتونو همکاران   Ruggiero،2000در سال 

  . انجام دادند

 1/46( رین سطح تجمع پروتئین نوترکیب در گیاهان توتونبالات و همکاران  De Cosa،2001در سال 

   . را بدست آوردند)Cry2Aa2درصد کل پروتئین قابل حل براي پروتئین 

 با استفاده از  راتغییر گلیکانی یک پروتئین بیگانه در گیاه میزبانو همکاران  Bakker ،2001در سال

  . انجام دادندگلیکوترانسفراز انسانی

 گلیکوزیلاسیون در گیاه-N تغییر ژنتیکی مسیر  Strasser and Altmann،2004 در سال 
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  .  را انجام دادندآرابیدوپسیس

 به پلاستیدها و ي مناسبهاناقل جدید انتقال توسعه روشهاي و همکاران   Stephan،2005در سال 

  . را انجام دادند ارزیابی عوامل کنترل کننده بیان

  .را انجام دادند  به پلاستید کاهوGFPانتقال پایدار ژن ان  و همکار Nakamoto، 2006در سال 

ارائه راهکارهائی براي تولید زیادتر پروتئین در گیاهان به روش و همکاران   Stephan،2007 در سال 

 . صورت پذیرفتانتقال به کلروپلاست

ه تولیدات شود ک پتانسیل بالاي تولید پروتئین هاي داروئی در گیاهان فقط در صورتی محقق می

رجه کیفی داروئی را داشته باشد تا بتواند از فیلترهاي دنین هاي کیفی لازم و همچ حاصل استاندارد

 .الینی و درمان معمول گردد هاي ب استفاده از آنها در آزمایش مورد تایید قرار گرفته ونظارتی رد شده و

 نظر کمی را توسعه داد، از کیفیت و براي رسیدن به این هدف باید فناوري مرتبط با بهبود عملکرد از

 پایداري محصولات مطمئن گردید و همچنین مراحل تخلیص و پردازش فراورده بخوبی انجام گیرد

(Strasser and Altman, 2004).  

خطرات نگرانی در مورد مسائل محیطی، موضوعات ایمنی زیستی و : از چالشهاي مهم دیگر عبارتند از

دهد که اهمیت ایمن  بخوبی نشان میاین موضوعات .  زراعت مولکولیموفقیتاحتمالی ناشی از 

 کمتر از اهمیت ایمنی خود محصولات نوترکیب تولید شده تراریخترهاسازي گیاهان  و سازي

  .(Staub et al., 2000)نیست

بـه  (از آنجائیکه کشور ما درحال توسعه می باشد و از طرفی نیل به خودکفـایی در محـصولات داروئـی           

یک امر اجتناب ناپذیر اسـت، ضـروري اسـت    ) ص در زمینه تولید پروتئین هاي نوترکیب داروئی    خصو
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 فوق جهت تولید سریع، ارزان و ایمـن پروتئینهـاي نوترکیـب موردنیـاز جهـت مـصارف                فناوريکه به   

  .پزشکی دست یابیم

 : فرضیه هاي این تحقیق عبارتند از

  .  همسانه سازي کردpBI121انی گیاهی مناسب مانند  را می توان در یک ناقل بی tPA ژن انسانی-1

  . در گیاه توتون تراریخت امکان پذیر است tPA بیان پروتئین نوترکیب -2

 از نظر میزان پایداري و مقدار بیان ژن منتقـل شـده   tPA درگیاه توتون تراریخت، پروتئین نوترکیب       -3

  .در نسلهاي متوالی می تواند ثابت بماند

 تولید شده در گیاه توتون احتمالا داراي خواص مشابه با پـروتئین مزبـور از        tPAوترکیب   پروتئین ن  -4

  .منشا سلول هاي انسانی خواهد بود

کـه    (Leshmania torentoli)با توجه به این فرضیات و اینکه ایـن ژن در لیـشمانیاي غیربیمـاریزا    

ولوژیک بیان شده است احتمـال بیـان       یک تک سلولی یوکاریوتی است، به درستی و همراه با فعالیت بی           

راحـی  طاز این رو تحقیق حاضر با اهـداف زیـر   . صحیح این پروتئین در سیستم بیان گیاهی وجود دارد      

  : گردید

  در سیستم بیانی گیاهی به خوبی سیستم بیانی انسانی تولید میشود؟tPA آیا پروتئین نوترکیب -1 

  .  بیان شد، فعالیت و میزان بیان بررسی شودزیستی اگر به درستی و همراه با فعالیت -2

  . مشکلات احتمالی بررسی شود  بیان نشد،زیستی اگر به درستی و همراه با فعالیت -3

  می تواند باشد  tPAپروتئین نوترکیبگیاه توتون به عنوان یک منبع مناسب براي تولید  آیا -4 
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