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    هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس)رساله(نامه نامة چاپ پايان آيين
هاي تحصيلي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس،  )رساله(نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان نامه 

پژوهشي دانشگاه است بنابراين به منظور آگاهي و رعايت حقوق دانشگاه، -مبينبخشي از فعاليتهاي علمي

  :دانش آموختگان اين دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي شوند

دفتر نشر راتب را قبلاً به طور كتبي به ي خود، م)رساله(در صورت اقدام به چاپ پايان نامه   1ماده 

  .دانشگاه      اطلاع دهدآثار علمي 

  :، عبارت ذيل را چاپ كند)پس از برگ شناسنامه(در صفحه سوم كتاب   2ماده 

 بيوتكنولوژي كشاورزيكتاب حاضر، حاصل پايان نامة كارشناسي ارشد نگارنده در رشته “           

جنـاب  شكدة كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي در دان 1390است كه در سال 

از آن دفـاع  قاسم كـريم زاده  مشاورة جناب آقاي دكتر  ر مختار جلالي جواران وآقاي دكت

  ”شده است

به منظور جبران بخشي از هزينه هاي انتشـارات دانشـگاه، تعـداد يـك درصـد شـمارگان         3ماده 

دانشـگاه مـي   . دانشـگاه اهـدا كنـد    آثار علمي دفتر نشررا به ) در هر نوبت چاپ(كتاب 

  .تواند مازاد نياز خود را به نفع مركز نشر در معرض فروش قرار دهد

بهاي شمارگان چاپ شـده را بـه عنـوان خسـارت بـه      % 50، 3در صورت عدم رعايت ماده   4ماده 

  .دانشگاه تربيت مدرس، تأديه كند

رت خودداري از پرداخت بهاي خسارت، دانشگاه مـي  دانشجو تعهد و قبول مي كند در صو  5ماده 

تواند خسارت مذكور را از طربق مراجع قضايي مطالبه و وصول كند، به علاوه بـه دانشـگاه   

حق مي دهد به منظور استيفاي حقوق خود، از طريق دادگاه، معادل وجه مذكور در مـاده  

  .تأمين نمايد را از محلّ توقيف كتابهاي عرضه شدة نگارنده براي فروش، 4

 كارشناسـي ارشـد  مقطـع   بيوتكنولوژي كشـاورزي دانشجوي رشته  اطهر يقطيناينجانب   6ماده 

  .تعهد فوق و ضمانت اجرايي آن را قبول كرده، به آن ملتزم مي شوم

  اطهر يقطين :نام و نام خانوادگي                      

 4/4/91 :تاريخ و امضاء                  

  

  

  بسمه تعالي



 

 

 

  دانشگاه تربيت مدرس

  دانشكده كشاورزي

  گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي

  كشاورزي بيوتكنولوژيارشد  نامه كارشناسي پايان

  

اولئوسين به گياه  -ي انسانيهاي اينترفرون گاما انتقال ژن

  (.Carthamus tinctorius L)   گلرنگ

   

  اطهر يقطين: تحقيق و تدوين 

  

  دكتر مختار جلالي جواران: استاد راهنما

  

  زاده دكتر قاسم كريم: اد مشاوراست

  

90خرداد 



 

 

  تقديم به عزيز ترين عزيزانم،

  

  روشني ضميرم و معني بودنم،         

              

  آنانكه نور چشمم و نهفته اند در قلبم               

  

  كلمات قاصرند از بيان انديشه هاي فكرم                         

                                 

  پدرم، مادرم و همسر مهربانم

  



 

 

  تشكر و قدرداني

اكنون كه به لطف و ياري خداوند متعال و ياري امام عصر، نگارش اين پايان نامه به پايان رسيده 

  :اساتيد و بزرگواران از زحمات بي دريغ تشكر و قدرداني مي دانملازم است بر خود 

كه در طول اين تحقيق از  قاسم كريم زادهو دكتر  مختار جلالي جوارانجناب آقايان دكتر  �

  .راهنمايي هاي ارزنده ايشان بهره مند بوده ام

كه زحمت داوري اين پايان نامه  حميد دهقانيو دكتر  علي محمد شكيبجناب آقايان دكتر  �

  .را داشته اند

به دليل زحمات فراوان ايشان براي  رضا قلي ميرفخرايي و احمد معينيدكتر  انجناب آقاي �

  .اينجانب

عزيزم كه مشوق و پشتيبان بنده در طول زندگي  همسرو  مادرو  پدرو 

  . بوده اند

  .آنها را خواهانمهمگي از خداوند متعال آرزوي توفيق و پيروزي 

  

  اطهر يقطين

  90تابستان 

   



 

 

  :چكيده

بيوتكنولوژي مدرن . استفاده از گياهان به عنوان منبع توليد دارو از قديم مورد توجه بشر بوده است

بيان ژن در . هاي با ارزش دارويي در گياهان توليد گردد اين امكان را فراهم نموده است كه پروتئين

ن پذير است، اما بيان پروتئين در بذر موجب تجمع پايدار آن در غلظت هاي مختلف گياهي امكا بافت

استفاده از بذور . شود كه براي ذخيره سازي و استخراج مناسب است نسبتاً بالا و حجم كم و فشرده مي

روغني و بيان پروتئين نوتركيب در تركيب با اولئوسين تمام مزاياي بيان در بذر از جمله ظرفيت بالاي 

گيري صحيح  اولئوسين سبب هدف. تر سهولت در تخليص را دارد افزايش پايداري و از همه مهم توليد،

گلرنگ . گردد تر از آن مي تر و ارزان هاي روغني بذر شده و سبب استخراج راحت پروتئين به اندام

)Carthamus tinctorius L. ( از آن يك گياه داراي بذر روغني است كه امروزه با هدف استخراج روغن

هاي رويشي گياه، پايداري در آب و هواي گرم و خشك و  خودگشني، خوراكي نبودن بخش. شود كشت مي

سطح زير كشت پايين گلرنگ سبب شد تا به عنوان گياه ميزبان جهت انتقال ژن اينترفرون گاماي انساني 

ها و  ه فعاليت ميكروبتوليد اينترفرون گاما در بدن در واكنش ب. در تركيب با اولئوسين انتخاب شود

. شود ها شناخته مي دهد و به عنوان عامل مختل كننده همانندسازي و رشد ويروس محصولات آنها رخ مي

در پلاسميد  Napinاولئوسين كه تحت پيشبرنده بذري -هاي اينترفرون گاماي انساني در اين تحقيق ژن

pBI121  كلون شده و به اگروباكتريوم سويهLBA4404  يافته بود، با استفاده از تكنيك انتقالColony 

PCR تيمارهاي هورموني متفاوتي به منظور باززايي گلرنگ طراحي . با آغازگرهاي اختصاصي تأييد شد

و بدون هورمون به عنوان تنها محيط القاي ريشه به  B5و ويتامين  MSهاي  شده و محيط حاوي نمك

اي رقم پديده گلرنگ براي تلقيح توسط  هاي برگ لپه ونهريزنم در اين راستا. همراه نوساقه شناخته شد

حاوي ژن اينترفرون گاماي انساني به  pBI121پلاسميد نوتركيب . اگروباكتريوم مورد استفاده قرار گرفت

گياهان تراريخت . كمك اگروباكتريوم به گياه گلرنگ منتقل گرديد و تعدادي گياه تراريخت به دست آمد

mg lحاوي ) B5امين ويت( MSبر روي محيط 
-1

آناليز . آنتي بيوتيك كانامايسين انتخاب شدند 40 

  .مولكولي گياهان تراريخت وجود ژن اينترفرون گاماي انساني را در تركيب با اولئوسين تأييد نمود

  

اولئوسين، گلرنگ، اگروباكتريوم، كشت - اينترفرون گاماي انسانيهاي  ژنانتقال ژن، : هاي كليدي واژه

، پروتئين نوتركيبكشاورزي مولكوليبافت، 
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  مقدمه -1 فصل

است و امروزه  هاي بسيار قديم مورد توجه بوده  استفاده از گياهان به عنوان منبع توليد دارو از زمان

دهد كه توليد  بيوتكنولوژي مدرن اين امكان را مي  .نيز منشأ بسياري از داروها را گياهان تشكيل مي دهند

توليد كنند كه پيش از اين قادر به توليد  را زايش يافته و حتي گياهان داروهاييمواد دارويي در گياهان اف

بر اين اساس كشاورزي مولكولي .اند آنها نبوده
1
هاي با ارزش از قبيل  پروتئينعبارت است از توليد  

رويي به عبارت ديگر كشاورزي مولكولي فرايندي است كه در آن پروتئين دا .هاي دارويي در گياه پروتئين

ن به عنوان مثال بيا .شود خاصي با ميزان فعاليت شناخته شده و قابل قبول در ميزبان جديدي توليد مي

شود كه تخليص  آنتي بادي در گياه توتون هنگامي به عنوان كشاورزي مولكولي در نظر گرفته مي يك نوع

 .)Fischer and Emans, 2000( آن از منبع طبيعي و معمول امكان پذير نباشد

هاي نوتركيب در گياهان در مقياس تجاري از  شاورزي مولكولي، توانايي توليد پروتئيندر مورد ك

ها از قبيل توليد  اين روش در مقايسه با ساير روشتوليد يك پروتئين از  .اهميت زيادي برخوردار است

در . استه توجيقابل هاي ميكروبي از نظر اقتصادي  و سلول حيواني  هاي سلول پروتئين در حيوانات، لاين

هفته زمان لازم است تا فرايند بيان پروتئين نوتركيب در گياهان كامل شده و گياه  8 -12 بهترين حالت

   .هاي مختلف متفاوت است تراريخت به دست آيد و اين مدت زمان براي گياهان گونه

يد آنتي هاي بياني در بيوتكنولوژي شامل تول به عنوان سيستم كاربرد رايج استفاده از گياهان

 Fischer( باشد ها مي هاي خوني و واكسن ها، پروتئين ها، اينترلوكين ها، هورمون هاي نوتركيب، آنزيم بادي

and Emans, 2000(.  
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و اولين داروهاي تأسيس شد  1976توليد داروهاي نوتركيب بيوتكنولوژيكي در سال   اولين كارخانه

و  1982هاي  د انساني به ترتيب در سالهاي رش هاي دارويي شامل انسولين و هورمون حاصل از پروتئين

بازار دارو را در اختيار دارند و  %10-15 امروزه داروهاي نوتركيب بين. توسط اين كارخانه توليد شد 1985

 Pisani and( ميليارد دلار بوده است 30در اين زمينه در حدود  2008در سال درآمد ايالت متحده امريكا 

Bonduelle, 2008(. ي جهت برآورد ميزان فروش محصولات حاصل از كشاورزي مولكولي، مقياس خوب

   .)Horn et al., 2004( بين مردم است ميزان مقبوليت اين محصولات در

  :اقبال عمومي نسبت به استفاده از داروهاي نوتركيب به دو دليل اصلي زير است

شامل بسياري (ها  تري از بيماري اول اين كه اين داروها توانايي تحت پوشش قرار دادن بخش وسيع -

  . را دارند كه داروهاي معمول توانايي پاسخگويي به آنها را ندارند )هاي ژنتيكي ها و بيماري طاناز سر

 Pisani( تر استكمبسيار  ها نسبت به ساير روش دليل دوم اين است كه هزينه توليد اين داروها -

and Bonduelle, 2008(.  
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  نابعمروري بر م -2 فصل

  هاي توليد پروتئين هاي دارويي سيستم -2-1

مورد استفاده قرار  داروييمواد توليد تحقيقات و  جهت انجامهاي نوتركيب به عنوان ابزاري  پروتئين

. است نياز زا بيمارياز عوامل  عاريهاي نوتركيب و  به مقادير زيادي از پروتئين اين مسيردر . اند گرفته

 .اند قرار گرفته و مورد استفاده شده هاي بيان متنوعي به طور تجاري پايه گذاري بنابراين سيستم

و قيمت پايين  حصولات نوتركيب را در زمان كوتاههاي باكتريايي به طور نمونه مقادير بالايي از م كشت

ها فاقد تغييرات بعد  اما اين سيستم. كنند، مانند انسولين انساني كه در درمان ديابت كاربرد دارد توليد مي

هاي  سيون و ساختارهاي دي سولفيد هستند و پروتئينهاي بيان شده مثل گليكوزيلا از رونويسي پروتئين

هاي حشره و  كشت سلول .)Fischer and Schillberg, 2004( فعال باشندنوتركيب ممكن است غير

توانند بر اين مشكلات غالب آيند، اما هر  نوكلونال ميهاي مو پستانداران براي مثال جهت توليد آنتي بادي

ي زا بيماريهاي پستانداران ممكن است حاوي عوامل  علاوه بر اين كشت سلول.  .گران هستند روش دو

ت براي توليد پروتئين نوتركيب فقط به آب، مواد در مقابل يك گياه تراريخ .ها باشند ويروسي يا پريون

هاي گياهي  سيستم. زراعي كاشت زياد توان آن را در مقياس زمين غذايي و نور خورشيد احتياج دارد و مي

هاي باكتريايي قابل اعتمادترند، زيرا قادر به كامل كردن  از نظر ايمني و حجم توليد نسبت به سيستم

 Fischer and( آورند آن فراهم مي ئين بوده و شرايط را جهت فعال شدنتغييرات پس از ترجمه پروت

Emans, 2000( .  
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 ,Pavlou and Reichert(هاي نوتركيب  هاي بيان و توليد پروتئين مقايسه انواع سيستم  -1-2 جدول 

2004(  

 

    نوتركيب در گياه  توليد پروتئين -2-2

 1990و  1986هاي بين  هاي توليد داروهاي نوتركيب به سال ن سيستمياهان به عنوااستفاده از گ

هايي نظير هورمون رشد انساني، نوعي اينترفرون و نيز آلبومين خوني  كه بيان پروتئين زمانيگردد،  برمي

 Barta et al., 1986; De Zoeten et al., 1989; Sijmons(به صورت موفقيت آميزي انجام گرفت انساني 

et al., 1990( .هاي فعال در گياهان  بيان آنتي بادي)Hiatt et al., 1989; Düring et al., 1990(  سبب

  . )Fischer and Emans, 2000( تثبيت جايگاه كشاورزي مولكولي در توليد دارو شد

دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيت  آزمايشگاه بيوتكنولوژي درنوتركيب متعددي  هاي تاكنون پروتئين

) t-pa(توان به توليد پروتئين فعال كننده پلاسمينوژن بافتي  مدرس توليد شده است كه از اين ميان مي

  .)Masoumiasl et al., 2010(گياه توتون اشاره كرد در 

ها داراي مزاياي  هاي توليد پروتئين، در مقايسه با ساير سيستم استفاده از گياهان به عنوان سيستم

 : باشد زير مي

باكتري پايين كوتاه بالا پايين توكسين ها

مخمر متوسط متوسط بالا متوسط پايين

CHO سلول بالا متوسط/طولاني خيلي پايين خيلي بالا پريون هاي ويروسي

كشت سلولي گياه متوسط متوسط متوسط بالا پايين

حيوان بالا خيلي طولاني پايين خيلي بالا پريون هاي ويروسي

گياه پايين كوتاه/طولاني خيلي بالا بالا پايين

سيستم توليد قيمت تمام شده  ظرفيت توليد كيفيت توليد خطر آلودگي 
مدت زمان  

صنعتي شدن 
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حيوانات،  هاي توليد پروتئين كمتر در اين سيستم نسبت به ساير سيستمصرف هزينه  −

 .فرمانتورها و بيورآكتورها

و در مجموع كار با  ،و برداشت ، داشتجهت كاشت نياز به ساختار ساده و تخصص كمتر −

  . گياهان

در گياهان و ... از قبيل پريون، ويريون و مشترك با انسان زاي عدم وجود عوامل بيماري −

 .آلوده سازي محصول نهايي تمالحا

صحيح  گليكوزيلاسيونهاي يوكاريوتي با تاخوردگي و  توانايي گياهان عالي در توليد پروتئين −

  .)Horn et al., 2004(و فعاليت قابل قبول 

ها، در گياهان و جانوران با هم متفاوت است و به همين سبب  فرايند گليكوزيلاسيون پروتئين

هاي ايمني در  موجب ايجاد واكنش هاي گياهي ممكن است هاي نوتركيب توليد شده در سيستم پروتئين

 Bardor(هاي توليد شده بايد به صورت دقيق و جزئي انجام شود  به همين علت آناليز پروتئين. بدن شوند

et al., 1999( .غيير در الگوي هاي زيادي در جهت ت تاكنون تلاشN - گليكوزيلاسيون گياه به منظور توليد

 . )Saint-Jore-Dupas et al., 2007( .است هاي دارويي انجام شده  پروتئين

هاي نوتركيب از گياهان تراريخت بسته به نوع گياه  ميزان فرايندهاي جداسازي و تخليص پروتئين

رسند تا  و از صفر در گياهاني كه به مصرف خوراكي مي ه و نوع مصرف پروتئين متفاوت استورد استفادم

  .)Nikolov and Woodard, 2004( كنند، متغير است ايجاد خلوص بالا در گياهاني كه توليد دارو مي

هاي  د زيادي از گونهها، تعدا هاي گياهي نسبت به ساير سيستم يستمهاي س با توجه به فوايد و برتري

گونه گياهي  30تاكنون بيش از . اند هقرار گرفت بررسيزراعي جهت كشاورزي مولكولي مورد زراعي و غير

 سيستم گياهي يكدر هر صورت انتخاب  .اند هاي نوتركيب مورد استفاده قرار گرفته جهت توليد پروتئين

علاوه بر اين موضوع در هر گونه . بسيار مشكل است يك پروتئين ويژهبراي توليد  مناسب ييزبانمبه عنوان 


