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ترين نوع سرطان در ميان زنان است و سالانه بيش از نيم ميليون زن به اين بيماري مبتلا  سرطان پستان شايع

دماني انساني شده مشتق از بادي تك دو يك آنتي) ®Herceptinبا نام تجاري (  Trastuzumab.شوند مي
با اين حال، . گيرد نوتركيب است كه در درمان سرطان پستان متاستاتيك مورد استفاده قرار مي DNAتكنولوژي 
هزينه بسيار زيادي داشته و يك دوره درمان يكساله براي بيمار نياز به صرف هزينه بيش   Trastuzumabدرمان با

در گياه توتون با استفاده از   Trastuzumab بادي آنتي تحقيق امكان توليد در اين. ميليون تومان دارد 200از 
 Gewoneهاي برگ توتون رقم ريزنمونه. بررسي شد Agrobacterium tumefaciensواسطه ه تراريختي پايدار ب

groene  با آگروباكتريوم سويهLBA4404  حاوي وكتورهاي دوتاييpBIN19-NTopTras-LC  وpBIN19-
NTopTras-HCزنجيره سبك  ههاي رمز كنند، دربردارنده به ترتيب ژن)LC ( و زنجيره سنگين)HC (آنتي-

در  LCو  HCهاي  نسخه از ژن سهالي  يكگذاري سادرن درج  لكه تجزيه. ، تلقيح شدندTrastuzumabبادي 
ي مورد تاييد قرار ممه كني RT-PCR تجزيهبا  RNA  ها در سطح بيان تراژن. دكرژنوم گياهان تراريخته را تاييد 

بادي در گياهان  گذاري وسترن مشخص شد و محتوي آنتي لكه تجزيهتجمع پروتئين در گياهان با . گرفت
ايمونوبلات عصاره خام گياهان نشان داد تجزيه . درصد پروتئين محلول كل برآورد شد 1/0تراريخته 

وراثت پايدار و تفكيك  T1نتاج  تجزيه. يابد تجمع مي) H2L2(در گياهان به شكل تترامر   Trastuzumabكه
كه گياهان  دادنتايج اين تحقيق نشان . ها به صورت يك مكان ژني منفرد مندلي را تاييد كرد تراژن همزمان 

هاي دارويي با ارزش بالا مورد استفاده  توانند به عنوان يك سامانه جايگزين براي توليد مقرون به صرفه پروتئين مي
گياهي را   Trastuzumabاين مطالعه، براي اولين بار در كشور، گام نخست اساسي به سمت توسعه. قرار گيرند
  .كندپيشنهاد مي
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   مقدمه
ها در سراسر جهان است به  ترين بيماري سرطان يكي از شايع

ميليون  5/7ميليون مورد جديد سرطان و  10كه سالانه   طوري
گزارش ) كل مرگ و ميرها درصد 13(مرگ ناشي از سرطان 

ترين نوع سرطان در  در اين ميان سرطان پستان شايع. شود مي
از نيم ميليون زن به اين بيماري  ميان زنان است و سالانه بيش

شيوع بالاي سرطان پستان ). Jemal et al. 2010( شوند مبتلا مي
دهد كه تشخيص و درمان اين بيماري بار مالي قابل  نشان مي
داروهاي جديد معرفي . كند اعمال مي بر بيماران مبتلاتوجهي 

هاي درمان را افزايش  شده براي درمان سرطان معمولا هزينه
يكي از داروهاي توليد شده براي ). Norum et al. 2005( دهند مي

، )١با نام تجاري هرسپتين( Trastuzumabدرمان سرطان پستان 
 p185HER2/neu انساني ضد ٢بادي تك دودماني يك آنتي

 )HER2/neu( فاكتور رشد اپيدرمي انساني دوگيرنده  .باشد مي
سرطان پستان يك انكوژن درگير در رشد غير عادي سلول در 

 Norum et( باشد مي Trastuzumab براي هدفمولكول است و 

al. 2005; Komarova et al. 2011.(  ن ژتكثيرHER2/neu  در
درصد از بيماران با سرطان پستان متاستاتيك تشخيص  30تا  20

اين . )Norum et al. 2005; Grohs et al. 2010( داده شده است
نوتركيب در كشت  DNAژي وسيله تكنولوه بادي ب آنتي

) CHO٣، تخمدان همستر چينيهاي سلول(هاي پستانداران  سلول
در داخل كشور . )Komarova et al. 2011( شده استتوليد 
سرطان پستان در  يانبه مبتلا يدجد يمارهزار ب 10تا  8سالانه 

 ينهزار نفر از ا 3و به طور متوسط هر سال  شود يكشور اضافه م
 .Afsharfard et al(هستند  Trastuzumab يدارو ديازمنتعداد ن

بودن اين دارو،  يكه با توجه به قيمت بالا و واردات) 2013
 يمارانبر ب يمضاعف يو روان ين آن فشار روحيتام هاي ينههز

طبق گزارش سازمان غذا و داروي ايران در . كند يمبتلا وارد م
خرين آمار تا ترين داروهاي ايران بر اساس آ مورد فهرست گران

ها را داروهاي مربوط به بيماران  كه عمده آن 1391پايان سال 
) mg 440  هاي در ويال( Trastuzumabدهد،  سرطاني تشكيل مي

                                                            
1 Herceptin® 
2 Monoclonal 
3 Chinese hamster ovary 

 7362و با احتساب فروش  ميليون ريال 24538با قيمت واحد 
بعد از ميليارد ريال  565281عددي و مجموع فروش ريالي 

Carbazitaxel دريافت اين دارو در يك  .ار دارددر رتبه دوم قر
) 1391در سال (رژيم درماني شناخته شده در دنيا، براي هر بيمار 

 1392 در سال .ميليون ريال هزينه در پي داشت هفتصدحدود 
 200 ينهرسپت يبا دارو ينهدوره درمان سرطان س يك ينههز
 /http://www.mehrnews.com/news(شد تومان اعلام  يليونم

تواند هر سال روند افزايشي داشته و اين هزينه مي) 2156882
توجه به نياز بالا به اين دارو و قيمت بالاي آن،  لذا با .باشد

هاي توليدي مناسب براي توليد انبوه و ارزان قيمت  توسعه سيستم
كه دهد  مروري بر منابع مختلف نشان مي. آن يك نياز مبرم است

فعاليت  با نوتركيب داروييي ها گياهان توانايي توليد پروتئين
هاي سرم انساني و تنظيم  مانند پروتئينبيولوژيكي مورد انتظار 

ها و  ها، سيتوكين ها، هورمون ها، واكسن بادي هاي رشد، آنتي كننده
 ;Norum et al, 2005; Mayani et al. 2011(را دارند  ها آنزيم

Obembe et al. 2011( .فردي مزاياي منحصر به  سيستم گياهي
اين اصلي  اييامزجمله  كه از دارد هاي نوتركيببراي توليد دارو

هاي انساني و  پاتوژنبا كاهش خطرات ناشي از آلودگي  سيستم
پايين توليد و بسيار هاي  هزينهو عملكرد نسبتاً بالا  ،حيواني
 .)Jafari and Norouzi 2011( است توليدمقياس  سريع افزايش

هاي نوتركيب، هزينه  ا توليد پروتئينبر اساس مطالعات مرتبط ب
هاي پستانداري،  بادي كاربردي در سيستم توليد هر گرم آنتي

دلار و  005/0دلار،  150گياهي و جلبك به ترتيب برابر با 
 ;Grohs et al. 2010; Potvin et al. 2010(باشد  دلار مي 002/0

Komarova et al. 2011 .(اندازي  چشم ٤كشاورزي مولكولي
هاي نوتركيب  مولكولين در حوزه بيوتكنولوژي براي توليد نو

فراهم ها  بادي ها و آنتي ها، واكسن دارويي با ارزش مانند آنزيم
هاي اخير در مهندسي  پيشرفت). Jalali et al. 2009( كرده است

هاي نوتركيب پيچيده مانند  بيان پروتئينحتي ژنتيك گياهي 
 در گياهاننيز ب انساني را هاي تك دودماني نوتركي بادي آنتي
هاي  ميزبان). Mayani et al. 2011(پذير ساخته است  امكان

هاي نوتركيب مورد استفاده  گياهي مختلفي براي توليد پروتئين
 Nicotiana tabacum)حال گياه توتون  قرار گرفته است، با اين

                                                            
4 Molecular farming 
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L.)  بسيار مورد توجه بوده است)Tremblay et al. 2010 .(
مزاياي وه بر دارا بودن قابليت تراريختي و باززايي بالا، علا توتون

توده، ظرفيت افزايش  مانند عملكرد بالاي زيست مهم ديگري
 ،)عدم آلودگي زنجيره غذايي(مقياس بالا، غير خوراكي بودن 

رشد و برداشت در تمام طول سال، و در دسترس بودن 
 .Fischer et al( داردرا هاي پردازش در مقياس بزرگ  زيرساخت

2004; Biemelt and Sonnewald 2005; Stoger et al. 2005(.  
به عنوان يكي از  Trasuzumabبا توجه به نياز بالاي كشور به 

قيمت، تحقيقات محدودي در داروهاي نوتركيب پرمصرف و گران
داخل كشور به منظور توليد اين دارو در سيستم پستانداري انجام 

-Shojaei and Gardaneh 2012; Akbarzadeh(شده است 

Sharbaf et al. 2013 .( با توجه به مزاياي قابل توجه سيستم
هاي نوتركيب دارويي، توليد گياهي براي توليد پروتئين

Trastuzumab  در چنين سيستمي نيز خالي از لطف نيست، كه در
خارج از كشور توليد آن در گياه توتون گزارش شده و نتايج 

در سيستم گياهي با عملكرد  Trastuzumabوليد حاصل حاكي از ت
 .Grohs et al(بيولوژيك قابل مقايسه با هرسپتين تجاري است 

هاي  در تحقيق حاضر براي اولين بار در كشور بيان ژن). 2010
و توليد آن در گياه توتون مورد بررسي  Trastuzumab هرمز كنند

  .قرار گرفت
  

   هامواد و روش
  ايهاي درون شيشههيه گياهچهضد عفوني بذر و ت

تهيه شده از ( Gewone groeneتوتون رقم بذر در اين تحقيق، 
ترين  كه داراي پايين) مازندارن -مركز تحقيقات توتون تيرتاش

بعد از بذور  .شد مقدار نيكوتين است، جهت تراريختي استفاده
 70، با اتانول دقيقه 10تا  5به مدت  شستشوي اوليه با آب جاري

 هيپوكلريت) v/v( درصد 20دقيقه و محلول  دومدت  به  رصدد
 دقيقه 15به مدت  Tween 20همراه با يك يا دو قطره  سديم

با آب  دقيقه 5بار هر كدام به مدت  5ضدعفوني شدند و سپس 
 وربذ ،زني جوانهدر به منظور تسهيل . ندشدمقطر استريل آبكشي 

استريل قرار داده مقطر دقيقه در آب  30به مدت قبل از كشت 
 MS )Murashige استريل در محيط كشت وربذدر نهايت . شدند

and Skoog 1962 (هاي  ها همراه با ويتامين با نصف غلظت نمك

B5 )Gamborg et al. 1986(يواينوزيتول، م )g/l 2/0(، آگار 
هاي درون  گياهچه .كشت شدند) g/l 30( ساكارز و )g/l 7(گياهي 
اصل به عنوان ريزنمونه جهت تراريختي روزه ح 30اي  شيشه

  .استفاده شدند
  هاي مولكوليتهيه دستواره

 ةهاي رمز كنند هاي مولكولي حاوي ژن به منظور ساخت دستواره
بادي  آنتي (LC)سبك   و زنجيره (HC)سنگين   زنجيره

Trastuzumab از پلاسميدهاي ،pSAR-NTopTras-HC و 
pSAR-NTopTras-LC )Ehsasatvatan 2014 ( لازم . دشاستفاده

پلاسميدهاي  LCو  HCهاي  به ذكر است كه منشا اوليه ژن
pBSK-Her2-HC  وpBSK-Her2-LC )Shojaei and 

Gardaneh 2012 ( بودند كه توسط آقاي دكتر گردانه در
توالي . فناوري اعطا شدند پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست

) CAI(ي كدون ها بر اساس محاسبه شاخص سازگار اين ژن
)http://genomes.urv.es/CAIcal (هاي  و با استفاده از كدون

با در نظر گرفتن ساير ) Nakamura et al. 2000(ترجيحي توتون 
و  mRNA، ساختار ثانويه و پايداري G+Cو  A+Tمحتوي (موارد 
افزار  بوسيله نرم) ن آغازينهاي مورد توافق اطراف كدو توالي

هاي بهينه  سازي شدند و در نهايت تواليبهينه Entelechonآنلاين 
-pSARدر پلاسميدهاي ) NTopTras-HCو  LC-(ها  شده ژن

NTopTras-HC  وpSAR-NTopTras-LC  همسانه شدند
)Ehsasatvatan 2014.(  

-pSAR-NTopTrasاز پلاسميدهاي  LCو  HCهاي بهينه شده  ژن

HC  وpSAR-NTopTras-LC وسيله ه بPCR  و با استفاده از
به ترتيب ) 1جدول( P35SCS-Revو  P35SCS-Fwdآغازگرهاي 

تكثير شدند و  BamHIو  HindIIIهاي آنزيمي  حاوي جايگاه
 High Pure PCRسازي با كيت محصولات حاصل پس از خالص

Product Purification  )Rocheهاي و برش با آنزيم) ، آلمان 
طي ) pBIN19 )Bvan 1984مقتضي به طور جداگانه در پلاسميد 

 T4 DNA ligase )Sambrookفرآيند اتصال با استفاده از آنزيم 

and Russell 2001(  دند و بدين ترتيب دو دستواره شدرج
هاي سبك و سنگين  زنجيره ههاي رمز كنند نوتركيب حاوي ژن

Trastuzumab هاي ژني  ، كاستدر هر دو دستواره. ساخته شدند
HC )bp 2415 ( وLC )bp 1704 (انداز تقويت شده  شامل راه
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 '5، ناحيه غيرترجمه شونده )CaMV x2e١(ويروس موزائيك كلم 
)5'-UTR ( ژن چالكون سينتاز)CHS( توالي نشانه شبكه ،

 Arabidopsis basic chitinase(آندوپلاسمي ژن كينيتاز بازي 

signal peptide (35و توالي پاياني  يسسآرابيدوپS بودند.  
 Sambrook and Russell(ها با روش ذوب و انجماد  دستواره

سويه  Agrobacterium tumefaciensبه آگروباكتري ) 2001
LBA4404  هاي نوتركيب بر اساس كشت  انتقال يافتند و كلوني

 Colonyدر محيط انتخابي حاوي كانامايسين و همچنين از طريق 

PCR نوتركيب آگروباكتري جهت   هايكلوني. غربال شدند
  .تراريختي گياه توتون استفاده شدند

هاي  ها با آگروباكتريوم، گزينش و باززايي گياهچه تلقيح ريزنمونه
  تراريخته احتمالي

هاي درون  هاي برگ كامل پس از جداسازي از گياهچه ريزنمونه
  .Jafari et al) 2009(روزه با آگروباكتري طبق روش  30اي  شيشه

هاي تك كلوني. با تغيرات جزيي به شرح زير تلقيح شدند
حاوي پلاسميدهاي نوتركيب در  LBA4404  آگروباكتري سويه

ml 30  محيط كشتLB هاي ريفامپسين  بيوتيك مايع داراي آنتي
)mg/l 50 ( و كانامايسين)mg/l 50 ( در دمايC°28  باrpm 200 

سوسپانسيون باكتري  .دشكشت  OD600~5/0- 7/0تا رسيدن به 
دقيقه سانتريفوژ شد و رسوب  10به مدت  g × 3500حاصل در 

با نصف  MSشامل محيط پايه (محيط القا  ml 30باكتري در 
پس از . دشتعليق ) اسيد سيناميك µM 150ها حاوي  غلظت نمك

ساعت ادامه كشت در شرايط ذكر شده، سوسپانسيون  6تا  5
دقيقه سانتريفوژ شد و رسوب  10به مدت  g × 3500باكتري در 
د و غلظت شبيوتيك تعليق  محيط القا بدون آنتي ml 40باكتري در 

هاي برگ  رسانده شد و براي تلقيح ريزنمونه OD600 ~4/0آن به 
ها در سوسپانسيون باكتري به  بدين منظور ريزنمونه. استفاده شد

هاي  ور شده و سپس جهت حذف باكتري دقيقه غوطه 10مدت 
در نهايت، . في بر روي كاغذ صافي استريل قرار گرفتنداضا

 MSشامل محيط (هاي تلقيح شده در محيط كشت توام  ريزنمونه
هاي  ريزنمونه. كشت شدند) اسيد سيناميك  µM 150پايه حاوي 

، ساعت تاريكي 8و  ساعت روشنايي 16كشت شده در شرايط 
روز  4در اتاقك رشد به مدت  C°24و دماي  درصد 70رطوبت 

                                                            
1 Duplicate cauliflower mosaic virus 35S pormoter 

ها در محيط  كشتي، ريزنمونه روز هم 4پس از . داري شدند نگه
) سفوتاكسيم mg/l 500پايه حاوي  MSشامل محيط (شستشو 

 MSشامل محيط (شستشو داده شدند و سپس در محيط گزينش 
سفوتاكسيم، با  mg/l 250كانامايسين و  mg/l 150پايه حاوي 

) mg/l 1/0( IBAو ) BAP )mg/l 1هاي رشد  كننده تركيب تنظيم 
 30پس از يك دوره گزينش  ).Ehsasatvatan 2014(كشت شدند 
هاي تراريخته احتمالي گزينش شده در محيط كشت  روزه گياهچه

MS هاي  حاوي ويتامينB5 رشد ه و بدون هر گونه تنظيم كنند
دار شده، جهت  هاي ريشه در نهايت گياهچه. دار شدند ريشه

: هاي حاوي پيت يعي، به گلدانسازگاري به شرايط محيط طب
 C°2 ±24و دماي  درصد 96با شرايط رطوبت نسبي ) 3:1(پرليت 

  .منتقل شدند
  هاي مولكوليتجزيه
  PCR تجزيه
هاي تراريخته احتمالي  ها در گياهچه ييد اوليه حضور تراژنابراي ت

ژنومي از  DNA. استفاده شد PCR تجزيهمقاوم به كانامايسين از 
هاي  هاي مقاوم به عامل انتخابي و گياهچه گياهچههاي جوان  برگ

به روش ) به عنوان شاهد منفي(تراريخت نشده توتون 
Dellaporta et al. (1983)  تجزيهاستخراج شد و Duplex PCR  با

 bpبراي تكثير قطعه  LCو  HCاستفاده از آغازگرهاي اختصاصي 
 LC هكنند از ناحيه رمز 615و قطعه  HC هاز ناحيه رمز كنند 718

شامل  µl 20با حجم كلي  PCRهاي واكنش. دشانجام ) 1جدول (
µl 10 Taq Premix )GenetBioكره ،( ،µl 1 )ng 100 (DNA 

 PCRآب مخصوص  µl 7از هر نوع آغازگر و  µl 5/0ژنومي، 
 سازيچرخه واسرشت يكشامل  PCR دمايي برنامه. تهيه شدند

 C° سازيشامل واسرشت چرخه 35 يقه،دق 5به مدت  C 94° يهاول

 يقه،دقيك به مدت  C 60°اتصال آغازگرها يقه،دقيك به مدت  94
به  C72° ييچرخه بسط نها يكو  يقهدق يكبه مدت  C 72°بسط

واكنش تكثير در دستگاه ترموسايكلر . بود يقهدق 7مدت زمان 
Eppendrof مدل Mastercycler 5331  محصولات انجام شد و

PCR در دستگاه  درصد 8/0ز در ژل آگارز پس از الكتروفورGel 

Doc برداري قرار گرفتندمورد مشاهده و عكس.  
  گذاري سادرن لكه تجزيه

  از   توتون ها در ژنوم گياهان تراريخته تلفيق تراژن ييدات منظور  به 
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  .توتون يختهترار ياهاندر گ LCو  HC يهاژن RT-PCRو  PCRآغازگرهاي مورد استفاده در آناليزهاي  -1جدول 

  (bp)اندازه محصول   )5′-3′(توالي   آغازگر
opHC رفت  

 برگشت

GACATATCCATTGCCAGGAAGCG  718 
GCTAACGTCAACCACCACGCATG  

opLC  رفت CTGAACACCGAATGAACAAGTAC  615  
  ACTAAGTCGCGGGCGAGACGTG برگشت

P35SCS رفت 

 برگشت

CCTGCAAAGCTTCTGCTCGATATAGCAGCGTC 
TGCCTAAGATCTGCTTGGCCTCTGGATCTTGG 

2415 )HC( 
1704 )LC( 

  
ميكروگرم  25در حدود . دشگذاري سادرن استفاده  تكنيك لكه

DNA هاي  ژنومي با كيفيت بالا از برگ گياهچهPCR+  و
و ) به عنوان شاهد منفي(هاي تراريخت نشده توتون  گياهچه
 NheIو pBIN19-NTopTras-HCنوتركيب  پلاسميدهاي همچنين

pBIN19-NTopTras-LC )به وسيله آنزيم) به عنوان شاهد مثبت 
روي غشا،  DNAبه منظور انتقال . مورد هضم قرار گرفتند

 درصد 8/0هضم شده بر روي ژل آگارز  DNAهاي  نمونه
تفكيك  50وسيله الكتروفورز با ولتاژ ثابت ه بارگذاري شد و ب

 DIGها، نشاندار شده با  هاي اختصاصي تراژنكاوشگر. دش
)Digoxigenin(هاي  ژن ه، از نواحي رمز كنندHC  وLC  مطابق

، PCR DIG probe synthesis kit )Rocheبا دستورالعمل كيت 
سازي، مراحل شستشو و تشخيص  دورگه. تهيه شد) آلمان

 DIG DNA Labeling andها بر اساس دستورالعمل كيت  سيگنال

Detection )Rocheصورت گرفت) ، آلمان.  
  كمي نيمه RT-PCR تجزيه

-RT تجزيهها در گياهان تراريخته از  به منظور بررسي بيان تراژن

PCR بدين منظور، . كمي استفاده شد   نيمهRNA  كل از برگ
ها و گياه مادري غيرتراريخته توتون  گياهان تراريخته حاوي تراژن

 RNeasyبر اساس دستورالعمل كيت ) به عنوان شاهد منفي(

Plant Mini Kit )QIAGENتجزيه. دشاستخراج ) ، آمريكا RT-

PCR  به صورتMultiplex  توسط آغازگرهاي اختصاصي
كل استخراج شده بر  RNAهاي براي نمونه) 1جدول(ها  تراژن

، Titan One Tube RT-PCR )Rocheاساس دستورالعمل كيت 
ها از رونوشت  دن نسبي بيان تراژنكربراي كمي . انجام شد) آلمان
به عنوان كنترل داخلي و همچنين از تكنولوژي  18S rRNAژن 

Competimer™ 18S rRNA )Ambionبراي كنترل ) ، آمريكا

ها  در رقابت با رونوشت تراژن 18S rRNAتكثير رونوشت 
 rRNA 18S سازي، از تركيب پس از بهينه. استفاده شد

primers:Competimers  در واكنش  3:8با نسبتRT-PCR 
مورد  يك درصددر ژل آگارز  RT-PCRت محصولا. استفاده شد

در قالب طرح كاملا  RT-PCR تجزيه. بررسي قرار گرفتند
با سه تكرار انجام شد و براي سنجش نيمه كمي ) CRD(تصادفي 
 ImageJ 1.47افزار  ها، شدت نوارهاي تكثير شده در نرم بيان تراژن

)Rasband 2014 (سازي نسبت به كنترل داخلي به پس از نرمال 
تبديل شدند و مقايسه  ١هاي كمي چگالي تصحيح شده داده

  . انجام گرفت LSD٢ها توسط آزمون  ميانگين داده
  گذاري وسترن لكه تجزيه
بادي  گذاري وسترن به منظور رديابي تجمع آنتي لكه تجزيه

Trastuzumab به اين . در گياهان توتون تراريخته صورت گرفت
هان تراريخته و همچنين از گياهان از گيا برگ كل  پروتئينمنظور، 

 Jafari et al. (2009)روش  بهغيرتراريخته به عنوان شاهد منفي 
هاي پروتئيني به روش برادفورد غلظت نمونهو  شد استخراج

(Bradford 1976)  در حدود. دشتعيين gµ 50  نمونه پروتئيني در
 SDS-PAGE )Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamideژل 

gel (10 در شرايط احيا شده الكتروفورز بارگذاري شد و  درصد
)reducing conditions ( و شرايط احيا نشده)non-reducing 

conditions ( با دستگاهProtein II )Bio-Rad (پس از  .انجام شد
 Semi-dryدستگاه وسيلهه ب ها پروتئينانجام الكتروفورز، 

transblot  (Bio-Rad)غشاء روي بر ژل از 20 ثابت ولتاژ با 
 ايمونولوژيكي تشخيص. شدند منتقل) Bio-Rad( نيتروسلولزي

                                                            
1 Adjusted density 
2 Least significant difference 
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با استفاده  Trastuzumabبادي و فرم كامل آنتي HCو  LC  زنجيره
 goat Anti-human IgG-Gammaهاي  بادي از مخلوطي از آنتي

(γ)-specific AP-conjugated antibody  وgoat Anti-human 

IgG-Kappa (κ)-chain specific AP-conjugated antibody  
)Sigmaروش طبق) ، آمريكا Jafari et al. (2009) گرفت صورت .

گيري ميزان نسبي تجمع پروتئين نوتركيب، غشاي  براي اندازه
قرار گرفت و  تجزيهمورد  ImageJ 1.47افزار  وسيله نرمه وسترن ب

 IgG1(د سازي نسبت به نمونه استاندار شدت نوارها پس از نرمال
هاي كمي چگالي نسبي  به داده ng 50با غظت ) Sigmaانساني، 

)Relative density ( تبديل شدند و تجمع پروتئين نوتركيب به
يا به صورت ميزان  صورت درصدي از پروتئين محلول كل

  .دشپروتئين نوتركيب نسبت به وزن تر بيان 
  ها تراژن پذيري پايدار و توارث T1نسل گياهان تراريخته توليد 

، تعداد T1ها در گياهان تراريخته نسل  به منظور بررسي بيان تراژن
 T0هاي تراريخته توتون  بذر حاصل از خودگشني يكي از لاين 50

كشت و به طور منظم ) 1:3(پرليت : هاي حاوي پيت در گلدان
تحت شرايط كنترل  رشد كدر اتاق ها گلدانتمام . آبياري شدند

ساعت تاريكي و  8ساعت روشنايي و  16با تناوب نوري  شده
هاي  از برگ گياهچه DNAاستخراج . قرار گرفتند C°2 ±24دماي 

به منظور . انجام شد Dellaporta et al. (1983)اي به روش  هفته 6
 PCR Duplex، آزمون T1ها به نسل پذير تراژنتاييد انتقال وارثت

 LCو  HC هنندهاي رمز ك با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن
از آزمون  3:1 يانطباق تفرق آنها با نسبت مندل يبراانجام شد و 

χ2  دشاستفاده درصد  5در سطح احتمال.  
 

    نتايج و بحث
هاي  ساختار مولكولي دستواره ،هاي برشي مختلف هضم با آنزيم

پلاسميدهاي نوتركيب و غير ). 1شكل (د كرساخته شده را تاييد 
خطي شدند، ولي  BamHIرش با آنزيم در ب pBIN19نوتركيب 

اندازه بزرگتر پلاسميدهاي نوتركيب خطي شده از پلاسميد 
برش . ها بود اي در آن الحاق قطعه بيانگرغيرنوتركيب 

 HindIIIو  BamHI هاي برشي پلاسميدهاي نوتركيب توسط آنزيم
 bpو ) HCكاست ژني ( bp 2415منجر به ايجاد قطعاتي با اندازه 

، كه همان قطعات الحاقي بودند، شد )LCت ژني كاس( 1704
 باعث خطي شدن NheIبرش با آنزيم ). Cو  A، 1شكل (

به دليل وجود جايگاه برشي در ( pBIN19پلاسميد غيرنوتركيب 
backbone ( شد، در صورتي كه در پلاسميدهاي نوتركيب به علت

ود دو جايگاه براي اين آنزيم يك قطعه ديگر با طول حدود جو
bp 3000  حاصل شد، بدين ترتيب حضور تراژن در پلاسميدهاي

براي اطمينان بيشتر از صحت . نوتركيب مورد تاييد قرار گرفت
با  PCRها توسط آزمون  هاي ساخته شده، حضور تراژندستواره

). Dو  B، 1شكل (استفاده از آغازگرهاي اختصاصي تاييد شد 
ها  ي براي تراژنبا استفاده از آغازگرهاي اختصاص PCR تجزيه

را  LCبراي ژن  bp 615و  HCبراي ژن  bp 718وجود قطعه 
نشان داد كه برابر با اندازه مورد انتظار قطعه تكثير شده در شاهد 

-pSARو  pSAR-NTopTras-HCپلاسميدهاي نوتركيب (مثبت 

NTopTras-LC هاي نوتركيب مورد استفاده در ساخت دستواره (
گونه  هيچ pBIN19ميد غير نوتركيب كه در پلاسبود، در حالي

بدين ترتيب دو دستواره نوتركيب حاوي . مشاهده نشد باندي
بادي  زنجيره سبك و سنگين آنتي ههاي رمز كنند ژن

Trastuzumab  با توالي بهينه شده براي توتون به صورت
pBIN19-NTopTras-HC  وpBIN19-NTopTras-LC  نامگذاري

 ).2شكل (شدند 

هاي انتقالي به محيط گزينش  كشتي، ريزنمونه همروز  4پس از 
القا و ). D، 3شكل(كانامايسين منتقل شدند  mg/l 150حاوي 

. ها به طور مستقيم و بدون فاز كالوس انجام شد باززايي جوانه
در محيط حاوي  هاي تلقيح نشده برگهاي القا شده بر روي   جوانه

، در )F، 3شكل(كانامايسين در اثر عامل انتخابي زرد شدند 
ها به صورت سبز و  كه در محيط بدون كانامايسين جوانه حالي

، كه نشان دهنده )H، 3شكل(شاداب باقي مانده و رشد كردند 
تاثير و كارايي كانامايسين به عنوان عامل انتخابي در فرآيند 

 ياهگ يختياز مطالعات ترار درصد 73در  كانامايسين. گزينش بود
 Fischer et( ل انتخابي موثر گزارش شده استبه عنوان عامتوتون 

al. 2004 .(دهنده نشان ينشگز يطفرار در مح يينپا ياربس يزانم
 يك nptIIواسطه ژن ه ب يسيناست كه مقاومت به كاناما ينا
 توتون يختهترار هاي ياهچهگ ييباززا برايمناسب  ينشيگز يستمس
در  ).Mayani et al. 2011; Allah Bakhsh et al. 2014( باشد يم

ها داده(بود ) > %5(تحقيق حاضر ميزان فرار در حد بسيار پايين 
  هاي  ، شاخسارهروزه 30پس از دوره گزينش  ). نشدند داده   نشان
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به برش  تجزيه )Trastuzumab A, C.بادي  آنتي) HC(و سنگين ) LC(زنجيره سبك  ةهاي رمز كنند هاي نوتركيب حاوي ژن تاييد ساختار مولكولي دستواره -1شكل

) 1 ؛)Fermentas( kb DNA Ladder 1نشانگر وزن مولكولي  )pBIN19-NTopTras-LC . Mو  pBIN19-NTopTras-HCنوتركيب دستوارهبراي ترتيب 
برش پلاسميد  )4 ؛BamHIبا  pBIN19 برش پلاسميد) 3 ؛برش نيافته pBIN19-NTopTras-HC, -LCپلاسميد نوتركيب  )2 ؛برش نيافته pBIN19پلاسميد 

-pBIN19برش پلاسميد نوتركيب  )6 ؛BamHI+HindIIIبا  pBIN19 برش پلاسميد )5 ؛BamHIبا  pBIN19-NTopTras-HC, -LCنوتركيب 

NTopTras-HC, -LC  باBamHI+HindIII )باند bp 2415  مطابق با اندازه مورد انتظار براي كاست ژنيHC  نوار وbp 1704 رد انتظار برايمطابق با اندازه مو 
به ترتيب  PCR تجزيه )B, D ؛.NheIبا  pBIN19-NTopTras-HC, -LCبرش پلاسميد نوتركيب  )9 ؛NheIبا  pBIN19 برش پلاسميد )7 ؛LCژني كاست 

به  pBIN19پلاسميد  )¯C1 ؛به عنوان شاهد مثبت pSAR-NTopTras-HC, -LCپلاسميد ) +pBIN19-NTopTras-HC ،C و LC–نوتركيب دستوارهبراي 
  .الگو به عنوان شاهد منفي دوم DNAبدون برش واكنش  )¯C2 ؛pBIN19-NTopTras-HC, LC نوتركيب پلاسميد )1 ؛عنوان شاهد منفي اول

  

  
نواحي مرزي راست؛ ) B .(RB( pBIN19-NTopTras-LCو ) pBIN19-NTopTras-HC )Aپلاسميدهاي نوتركيب  T-DNAنقشه فيزيكي بخش  -2شكل 

LB (چپ؛ مرزي ي حوانNos-P (انداز نوپالين سينتاز؛  راه (nptII  نئومايسين فسفوترانسفراز؛ ژن(Nos-T 35 ؛توالي پاياني نوپالين سينتازSx2e (انداز ويروس  راه
 ؛ژن زنجيره سنگين )HCپسيس؛ توالي نشانه ژن كينيتاز بازي آرابيدو) SPژن چالكون سينتاز؛ ) UTR-´5( ´5ناحيه غيرترجمه شونده ) CHSتقويت شده؛  موزائيك كلم

LC( 35؛ ژن زنجيره سبكS-T ( 35توالي پايانيS.  
  

هاي تلقيح شده جدا  از روي ريزنمونه) مقاوم به كانامايسين(سبز 
بدون  و B5هاي پايه حاوي ويتامين MSدند و در محيط كشت ش

 محيط، دو هفته بعد از انتقال به اين. رشد منتقل شدند هتنظيم كنند
سازگاري ). I، 3شكل (دار شدند  ريشه) صددرصد(ها  اهچههمه گي
) گلخانه(دار شده به شرايط محيطي غيراستريل  هاي ريشه گياهچه

تغييرات گياهان سازگار شده ). J، 3شكل (با موفقيت انجام گرفت 
اي در مقايسه با گياهان مادري نشان  قابل مشاهده يمورفولوژيك

. زايي به صورت مستقيم بوددر اين مطالعه مسير باز .ندادند
باززايي مستقيم داراي مزاياي بسياري از جمله توليد در مقياس 

در يك دوره كوتاه مدت و عدم وجود و يا پايين بودن تنوع و بالا 
دليل نداشتن فاز كالوس سوماكلوني و تغييرات ژنتيكي ناخواسته به

) مستقيم بر خلاف روش باززايي غير(اي  شيشهدرون  در كشت
چنين مزايايي در ). Stolarz et al. 1991; Pathi et al. 2013(است 
  گياهان  و همچنين براي توليد هاي تراريختي ژنتيكي گياهان  پروژه
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 ½تون در محيط كشت روزه تو 30هاي بذري  گياهچه) Trastuzumab .Aبادي آنتي LCو  HCهاي  فرآيند تراريختي توتون و باززايي گياهان تراريخته با ژن -3شكل 

MS ؛B (هاي برگي با سوسپانسيون آگروباكتري حاوي پلاسميد نوتركيب؛  تلقيح ريزنمونهC (؛كشتي هاي تلقيح شده در محيط هم كشت ريزنمونه D ( كشت و باززايي
ها و كشت شده در محيط كشت پايه  روي ريزنمونه هاي كوچك جدا شده از گياهچه) Eكانامايسين؛  mg/l 150ها در محيط گزينش حاوي  ها روي ريزنمونه شاخساره

MS  براي رشد بيشتر؛F ( نمونه شاهد تلقيح نشده در محيط كشت حاوي كانامايسين)mg/l 150 (هاي القا شده در اثر كانامايسين؛  و زرد شدن ريزنمونه برگي و جوانه
G (هاي سبز طبيعي در محيط گزينش  باززايي شاخساره) حاويmg/l 150 ؛ )امايسينكانH ( نمونه شاهد تلقيح نشده در محيط كشت بدون كانامايسين؛I (زايي  ريشه

گلدهي گياهان ) Kاي؛  به شرايط گلخانه) +PCR(هاي تراريخته احتمالي  سازگاري گياهچه) Jكننده رشد؛  بدون تنظيم MSهاي تراريخته احتمالي در محيط كشت  گياهچه
  .T1ج از گلخانه براي توليد نسل پس از انتقال به شرايط محيطي خار

  
هاي به نژادي و يا جهت استفاده  با يكنواختي ژنتيكي بالا در پروژه

هاي نوتركيب در  در كشاورزي مولكولي براي توليد پروتئين
 تجزيهدر  .)Mondal et al. 2001(مقياس انبوه حائز اهميت است 

PCR Duplex ها، با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي تراژن 

 bp 615و ) bp 718 )HCاندازه هاي تراريخته باندهايي به  گياهچه
)LC (مورد  هم اندازه با باندهاي تكثير شده براي پلاسميدهاي

و  pBIN19-NTopTras-HCفرآيند تراريختي،  در استفاده
pBIN19-NTopTras-LC )در  دادند، نشان) به عنوان شاهد مثبت

مشاهده نشد كه دليلي بر  يريتكث غيرتراريخته گياه در كهحالي
همچنين، ). 4شكل (هاي مذكور در ژنوم آن است  عدم حضور ژن

الگو حاكي از صحت و  DNAعدم مشاهده باند در نمونه بدون 
 حضور اوليه PCRآزمون بدين ترتيب  .بود PCR تجزيهدرستي 

د كه كرهاي مقاوم به كانامايسين تاييد  ها را در گياهچه تراژن
ها در ژنوم اين  تلفيق حداقل يك نسخه از تراژن دهندهنشان

گياهان، صرف نظر از آلودگي احتمالي ميان سلولي با آگروباكتري 
از نقاط قوت يك پروتوكل  ،كارايي بالاي تراريختي. است

ژنوتيپ   جمله از يعوامل مختلف بستگي بهتراريختي است كه 
 ايي، ناقلبازز و روش تركيب محيط كشت ريزنمونه، نوع  گياه، 

 A. tumefaciens كنترل آلودگي وباكتري آگرو  سويه، يپلاسميد
 .Gelvin 2003 .(Allah Bakhsh et al(كشتي دارد  پس از هم

بر ميزان  A. tumefaciensدر مطالعه تاثير پنج سويه  (2014)
تراريختي توتون با روش باززايي غيرمستقيم، حداكثر كارايي 

گزارش  LBA4404استفاده از سويه  را با) درصد 20(تراريختي 
با  PCRدر تحقيق حاضر ميزان كارآيي تراريختي بر اساس . كردند
 درصد 90و روش باززايي مستقيم بيش از  LBA4404سويه 

  ). ها نشان داده نشدندداده(برآورد شد 
  

  
هاي توتون مقاوم به كانامايسين  براي گياهچه Duplex PCR تجزيه -4شكل 

-pBIN19هاي نوتركيب  يح با آگروباكتري حاوي دستوارهحاصل از تلق

NTopTras-HC  وpBIN19-NTopTras-LC  با استفاده از آغازگرهاي
 )Trastuzumab .Mبادي  آنتي ةرمز كنند LCو  HCهاي  اختصاصي ژن

مخلوط  )⁺C ؛)kb DNA Ladder )Fermentas 1نشانگر وزن مولكولي 
گياهچه غير ) ¯C1 ؛)شاهد مثبت(ها  هاي پلاسميدي حاوي تراژن ناقل

 )¯C2 ؛هاي تراريخته احتمالي توتون گياهچه )1-7 ؛)شاهد منفي اول(تراريخته 
تكثير ژن  bp 718نوار ). شاهد منفي دوم(الگو  DNAبدون  PCRواكنش 
  .دهد را نشان مي LC هتكثير ژن رمز كنند bp 615و نوار  HC ةرمز كنند
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 تجزيهبا استفاده از  T0خته ها در گياهان تراري تلفيق تراژن
 DNAهاي تراريخته كه  گياهچه. گذاري سادرن تاييد شد لكه

هايي با باندبرش داده شده بود،  NheIوسيله آنزيم  ها به  ژنومي آن
هاي مورد بررسي نشان دادند  هاي مختلف براي لاين اندازه

-pBIN19-NTopTrasپلاسميدهاي (شاهد مثبت  در). 5شكل(

HC  وpBIN19-NTopTras-LC ( باندي به اندازه موردانتظار
دهنده دورگه شدن كاوشگر نشاندار با تراژن مشاهده شد كه نشان

و اتصال اختصاصي آن براي تشخيص قطعه مكمل خود يعني 
گياه غيرتراريخته مطابق  DNAدر نمونه . است LCو  HCهاي  ژن

عه دهنده عدم وجود قط با انتظار باندي مشاهده نشد كه نشان
 تجزيه. همولوگ با كاوشگر اختصاصي تراژن در ژنوم آن است

گذاري سادرن الگوي نواري منحصر به فردي براي هر يك از  لكه
ها را به  توان اين لاينبنابراين مي. هاي مورد بررسي نشان داد لاين

تعداد . در نظر گرفت ١هاي تراريخته مستقل از همعنوان رويداد
هاي درج  دهنده تعداد نسخهها نشان  لايننوارها در هر كدام از 

توان گفت  طوري كه مي ها بود به  ها در ژنوم آن شده از تراژن
-NT-Her  يك نسخه و لاين NT-Her-1و  NT-Her-16  هاي لاين

اند و لاين  ها را دريافت كرده دو نسخه از هر يك از تراژن 11
NT-Her-20  داراي دو نسخه ازHC  و سه نسخه ازLC باشد مي .

گذاري سادرن  لكه تجزيهدر اين تحقيق بر اساس نتايج حاصل از 
در ) يك يا دو نسخه(هاي پايين  هاي هدف در تعداد نسخه ژن

درج ). 5شكل(هاي تراريخته مورد بررسي درج شدند  ژنوم لاين
هاي كم در گياهان تراريخته نتيجه بسيار مطلوبي است و  نسخه

هاي  و توانايي بافت گياهي و سلولعوامل متعددي مانند پتانسيل 
هاي باكتري در تلقيح بافت  سلولآگروباكتري مورد استفاده، تعداد 

توليد شده در هر باكتري  T-DNAهاي  گياهي و تعداد نسخه
ها در ژنوم ميزبان را  پيوستگي آن تواند تعداد مكان تراژن و مي

ايدار تراريختي پ ).Somers et al. 2004(تاثير قرار دهد تحت
همچنين با استفاده از بمباران  و آگروباكتريوم از طريقگياهان 

كه تراريختي با واسطه  ولي از آنجا پذير است اي امكان ذره
 T-DNAتري از  ينيهاي پا آگروباكتريوم منجر به درج تعداد نسخه

كارايي تراريختي  و DNA نوآرايي كمتر گياه ميزبان، در ژنوم
با استفاده از  DNAبه روش مستقيم انتقال شود، نسبت  بالاتري مي

                                                            
1 Independent transgenic events 

 Cheng et al. 2004; Ko(اي داراي ارجحيت است  بمباران ذره

and Koprowski 2005; Jafari et al. 2009 .(ها به  انتقال تراژن
كه ) 9شكل (شد  ييدتا PCR تجزيه يلهوسه ب) T1(نسل بعد 

 در هاتراژن يريپذ و وراثتگياه تراربخته  يكيژنت يداريپا يانگرب
 PCRهاي بر اساس داده) 2χ )P= 0.29آزمون . بود بعد نسل

Duplex   را  3:1ت مندلي بحضور همزمان هر دو تراژن، نس براي
 در تراژن دو براي هر 3:1وراثت مندلي  .دكرتاييد  T1در نسل 

از  يتراژن و حاك وهر د ٢همزمان يكتفكنشان دهنده  T1 ياهانگ
نزديك و درج در دو مكان  يا يكسان يكانم يتدرج آنها در موقع

  .است يمورد بررس هيختترار ياهدر ژنوم گ يدا پيوستهشد
هاي سنگين و  زنجيره ههاي رمز كنند بيان ژن RT-PCR تجزيه

را تاييد  T0در گياهان تراريخته  Trastuzumabبادي سبك آنتي
 Competimer™ 18S rRNAاز تكنولوژي  تجزيهدر اين . دكر

كثير رونوشت آن به عنوان كنترل داخلي و مقايسه ميزان براي ت
با ميزان بيان تقريبا  18S rRNAاگر چه . ها استفاده شد بيان تراژن

 استفاده RT-PCRهاي تجزيهدر  كنترل داخلي به عنوان نامتغير
 RNAحال با توجه به ميزان بالاي رونوشت آن در شود، با اينمي

به سرعت اجزاي  RT-PCR Multiplexهاي تجزيهكل، در 
هاي نادر به واكنش را به اتمام رسانده و لذا محصول رونوشت

 كهسختي يا به طور غيرممكن قابل تشخيص خواهند بود درحالي
با استفاده از . در فاز نمايي تكثير قرار دارد 18Sرونوشت 
ميزان تكثير رونوشت  Competimer™ 18S rRNAتكنولوژي 

18S د تكثير مناسب رونوشت هدف كاهش دادتوان تا حرا مي .
 competimer: 18Sسازي، نسبت مناسب در اين تحقيق طي بهينه

primer 8:3  تجزيهدر RT-PCR  د و بدين صورت ازشتعيين 
. به عنوان يك كنترل داخلي قابل اعتماد استفاده شد  18Sرونوشت

هاي  ، براي نمونه)A، 6شكل ( تجزيهبر اساس نتايج حاصل از 
 bpو  bp 718(هاي مورد انتظار  هايي با اندازهباندياهان تراريخته گ

 هايباندبا  و مطابق )LCو  HCهاي  ژن براي به ترتيب ،615
تكثير شده در واكنش حاوي مخلوط پلاسميدهاي نوتركيب مورد 

-تكثير شد كه نشان) شاهد مثبت(استفاده در فرآيند تراريختي 

 كل حاصل از RNAدر هاي هدف  دهنده حضور رونوشت ژن
  شاهد منفي (  براي نمونه گياه غير تراريخته. بود  تراريخته  گياهان

                                                            
2 Co-segregation  
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ژنومي هضم  Trastuzumab .A (DNAهاي سنگين و سبك  زنجيره ههاي رمز كنند حاوي ژنT0 هاي تراريخته توتون  گذاري سادرن براي لاين لكه تجزيه - 5شكل 

نشاندار شده  LCاستريپ شده و هيبريد شده با كاوشگر اختصاصي ژن  Aغشاي ) B ؛DIGنشاندار شده با  HCر اختصاصي ژن و هيبريد شده با كاوشگ NheIشده با 
 Independent(هاي تراريخته مستقل از يكديگر  لاين )NT-Her-1, -11, -16, -20 ؛DIG (Roche)نشاندار شده با  VIIنشانگر وزن مولكولي  )M؛ DIGبا 

transgenic events(؛ NT( تراريخته  گياه غير)؛)شاهد منفي pBIN19-NTopTras-HC, -LC (هاي پلاسميدي حاوي ژن  ناقلHC  و ياLC )شاهد مثبت .(
  .در ژنوم گياه است هاهاي درج شده از تراژن تعداد نوارها بيانگر تعداد نسخه

  

  
در گياهان توتون  Semi-quantitative RT-PCR تجزيه) A - 6شكل 

) Trastuzumab .Aبادي آنتي ةهاي رمز كنندحاوي ژن To تراريخته
-pBIN19پلاسميدهاي  مخلوط )+C ؛HCو  LCهاي  الكترفورگرام بيان ژن

NTopTras-HC,-LC )؛)شاهد مثبت NT-Her-1, -11, -16, -20( 
 ̄ C1 ؛)شاهد منفي اول( گياه غيرتراريخته )NT ؛Toتوتون هاي تراريخته  لاين

الگو به صورت بالك از گياهان تراريخته و  RNAراي دا RT-PCRواكنش  )
بدون  RT-PCRواكنش  ) ̄ C2 ؛)شاهد منفي دوم(  RNaseتيمار شده با

RNA  سومشاهد منفي (الگو(. B ( نمودار بيان كمي شده)ها بر  تراژن) نسبي
شدت نوارها پس از نرمال سازي با نوار . ImageJ 1.47افزار  اساس نرم

مربوط به هر لاين تراريخته به مقدار كمي ) 18S rRNA(كنترل داخلي 
مقادير داراي . تبديل شدند) Adjusted density(چگالي تصحيح شده 

) P´ 01/0(دار  از نظر آماري معني LSDحروف غير مشترك بر اساس آزمون 
  .هستند

  
 T0هاي تراريخته توتون  گذاري وسترن براي لاين لكه تجزيه) A - 7شكل 

تحت  Trastuzumabهاي سنگين و سبك  زنجيره ةرمز كنندهاي  حاوي ژن
 Kaleidoscope prestainedنشانگر پروتئيني  )M. شرايط احيا نشده

standard  (BioRad)؛ NT-Her-16  وNT-Her-1( هاي تراريخته  لاين
انساني به عنوان  S( IgG1 ؛)شاهد منفي(تراريخته  گياه غير )NT ؛مستقل

- به عنوان غالب Trastuzumab (H2L2)ن فرم تترامر علامت پيكا. استاندارد

پلات ) B. دهد ترين فرم توليد شده در گياهان توتون تراريخته را نشان مي
پيك حاصل از هر . Trastuzumab حاصل از الگوي تترامرنوارهاي  پروفيل

و به صورت چگالي نسبي  كمي شد ImageJافزار   توسط نرم نوار
)Relative density ( دشاساس نمونه استاندارد بيان بر. 

  
 مشاهده شد كه 18S rRNAمربوط به رونوشت ژن  باندفقط ) اول
ها در گياه غير تراريخته، و دهنده عدم وجود رونوشت تراژننشان

در ژنوم گياه  LCو  HCهاي  ژن وجود عدمعبارت ديگر  به
الگو  RNAداراي   RT-PCRشاكندر و. تراريخته است مادري غير

شاهد (  RNaseباو تيمار شده  ورت بالك از گياهان تراريختهبه ص
ي مشاهده نشد كه بيانگر عدم باندگونه  نيز هيچ) منفي دوم

 DNAبا  تجزيهمورد استفاده در  RNAهاي  آلودگي نمونه
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) شاهد منفي سوم( RNAهمچنين در واكنش بدون  .باشد مي
گي مخلوط دهنده عدم هر گونه آلودي مشاهده نشد كه نشانباند

با توجه به . غير هدف است DNAيا  RNAبه  RT-PCRمادر 
 كل از گياهان تراريخته در RNAتقريبا يكسان  يزاناستفاده م

 هاي هدف در اين به طور نسبي ميزان بيان ژن ،RT-PCR تجزيه
-NT هاي  بر اين اساس، لاين. هاي مورد بررسي كمي شد لاين

Her-11  وNT-Her-1 ين ميزان بيان ژن به ترتيب بيشترHC  و
 LCبيشترين ميزان بيان ژن  NT-Her-1و  NT-Her-16هاي  لاين

ميزان بيان تراژن در گياهان تراريخته ). B، 6شكل(را نشان دادند 
عداد نسخه، اثرات موضعي در تاثير عواملي مانند تتواند تحت مي

محل تلفيق و يا متيله شدن تراژن قرار گرفته و منجر به خاموشي 
 Matzke and Matzke 1995; Kohi(هاي دروني شود  تراژن يا ژن

et al. 1996; Lechtenberg et al. 2003 .( در تحقيق حاضر، نتايج
مورد  گذاري سادرن نشان داد كه بيشتر گياهان تراريخته لكه تجزيه

-RT تجزيهها هستند و  اي از تراژن بررسي داراي درج تك نسخه

PCR هاي هدف اين گياهان را  نيمه كمي بالاترين ميزان بيان ژن
اي بر روي تاثير تعداد  در مطالعه Li et al. (2002). نشان داد

در تراريختي گياهان  uidAهاي تراژن بر ميزان بيان ژن  نسخه
دند كه كرگزارش  LBA4404ري سويه توتون به كمك آگروباكت

فقط داراي يك نسخه درج شده  uidAگياهان با ميزان بالاي بيان 
داراي  uidAكه گياهان بدون بيان  حالي هستند در uidA از ژن

. هستند) سه يا چهار نسخه(هاي بالاتري از ژن هدف  تعداد نسخه
 ممكن هاي ژني بالا ها نشان داد كه تعداد نسخه نتايج مطالعه آن

هاي خارجي در گياهان تراريخته  است باعث خاموشي بيان ژن
در بافت برگي توتون  Trastuzumabبادي  تجمع آنتي .شود

گذاري وسترن با استفاده از مخلوطي از  لكه تجزيهتراريخته توسط 
 -goat Anti-human  IgG-Gamma  (γ) هاي اختصاصي بادي آنتي

specific AP-conjugated antibody  وgoat Anti-human IgG-

Kappa (κ)-chain specific AP-conjugated antibody  تحت
در . احيا شده و غير احيا تشخيص داده شد SDS-PAGEشرايط 

شرايط غير احيا، غالب بودن باند پررنگ با اندازه بزرگتر مطابق با 
تجمع ) به عنوان شاهد مثبت(انساني  IgG1نوار مشاهده شده در 

شكل (د كررا تاييد  (H2L2)به فرم تترامر  Trastuzumabدي با آنتي
7 ،A .( ايمونوبلات مربوط  تجزيهباندهاي ديگر مشاهده شده در

 است كه در) فرم هتروتريمر، ديمر و مونومر(هاي ديگر آن  به فرم
 تجزيهاند بر اساس نتايج حاصل از  تشكيل شده ميزان كمترين

لاين تراريخته توتون نوارهاي  وسترن در شرايط احيا شده، در دو
  به ترتيب مربوط به زنجيره kDa 25و  kDa 50مورد انتظار 

بادي تشخيص داده شد  آنتي (LC)سبك   و زنجيره (HC)سنگين 
در گياه . كه بيانگر تجمع پروتئين هدف در گياهان تراريخته است

هاي  ي براي پروتئينباندهيچ ) شاهد منفي(غيرتراريخته 
، 8 شكل(رديابي نشد  Trastuzumabي سنگين و سبك ها زنجيره

A .(هاي ژني كاست تلفيق كامل وسترن تجزيهحاصل از   نتايج 
را بار ) دهنده انداز، نواحي رمز كنندة ژن و توالي پايان شامل راه(

با مقايسه شدت نوارها و . يد كرديهاي تراريخته تا ديگر در لاين
 مشخص شد كه ميزان بيان ImageJافزار  وسيله نرمه غشا ب تجزيه

بيشتر است  NT-Her-1نسبت به لاين  NT-Her-16در لاين 
معادل با  تجمع يافته Trastuzumab ميزان تقريبي). B، 7شكل (
  .دبومحلول كل  ينپروتئ درصد 1/0

  
هاي تراريخته توتون  گذاري وسترن براي لاين لكه تجزيه) A -8شكل 

T0 هاي سنگين و سبك  رهزنجي ةهاي رمز كنند حاوي ژنTrastuzumab 
 Kaleidoscope prestainedنشانگر پروتئيني ) M. تحت شرايط احيا شده

standards (BioRad)؛ NT-Her-16  وNT-Her-1( هاي تراريخته  لاين
نمونه استاندارد  )S ؛)شاهد منفي(تراريخته  گياه غير )NT ؛مستقل

)Hetceptin .( نوارهايkD 25  وkD 50 هاي سنگين و  يب زنجيرهبه ترت
نوارهاي  پلات پروفيل) B. دهند را نشان مي Trastuzumabسبك 

 پيك حاصل از هر نوار. Trastuzumabو سبك  ينسنگ هاي يرهزنج

 Relative(و به صورت چگالي نسبي  كمي شد ImageJافزار  توسط نرم 

density (بر اساس نمونه استاندارد بيان شد  
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با  T1توتون گياهان تراريخته براي  Duplex PCR تجزيه -9شكل 

نشانگر وزن  )LC Mو  HCهاي  استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن
هاي  مخلوط ناقل )⁺C ؛)kb DNA Ladder )Fermentas 1مولكولي 

گياهچه غير تراريخته  )¯C1 ؛)شاهد مثبت(ها  پلاسميدي حاوي تراژن
 PCRواكنش  )¯C2 ؛T1ل گياهان تراريخته نس )1-17 ؛)شاهد منفي اول(

جفت بازي تكثير ژن  718نوار ). شاهد منفي دوم(الگو  DNAبدون 
سبك   جفت بازي تكثير ژن زنجيره 615نوار سنگين و   زنجيره

Trastuzumab دهد را نشان مي.  
  

هاي نوتركيب با طول  بادي هاي اخير، انواع مختلف آنتي در سال
ايدار و يا بيان موقت با هاي بيان پ كامل با استفاده از سيستم

 .Ko et al. 2005; Giritch et al(اند  موفقيت در گياهان توليد شده

2006; Villani et al. 2008; Grohs et al. 2010; Lai et al. 
هاي تك دودماني  بادي اند كه آنتي اكثر تحقيقات نشان داده). 2010

اختصاصي از جمله (هاي بيولوژيكي  توليد شده در گياهان فعاليت
بادي مشابه با آنتي) سازي بودن، سيتوتوكسيسيتي و فعاليت خنثي

كنند  هاي سلولي پستانداران را حفظ مي توليد شده در كشت
)Olea-Popelka et al. 2005; Almquist et al. 2006; McLean 

et al. 2007 Suzuki et al. 2007; Ben-Kasus et al. 2009; 
Fischer et al. 2009; Gomord et al. 2010; Grohs et al. 2010 .(

هاي هترولوگ توليد شده در  مهمترين عامل براي تبديل پروتئين
اي به محصولات تجاري اطمينان از  گياهان از تحقيق توسعه

يابي به آن  هاي رقابتي توليد است، و بهترين راه براي دست هزينه
يكي از انداز مناسب  انتخاب راه. بالا بردن ميزان بيان است

ترين عوامل نه تنها براي افزايش مورد انتظار بيان پروتئين  مهم
بيان  هنوتركيب با افزايش رونوشت ژن هدف، بلكه هماهنگ كنند

از منشا  CaMV 35Sانداز  راه. باشد هاي سبك و سنگين مي زنجيره
انداز استفاده شده در  ترين نوع راه يك كلم معموليويروس موزا

 ;Benfey et al. 1990; Floss et al. 2008(باشد  يهاي بياني م سازه

Sainsbury and Lomonossoff 2008 .(هاي ژني تهيه  در دستواره

 CaMV 35Sانداز  شده در اين تحقيق از واريانت تقويت شده راه

x2e انداز داراي تكرارهاي پشت سرهم يك  اين راه. استفاده شد
ن بخش تكرار شده است كه اي bp 250بخش بالادست به اندازه 

انداز هترولوگوس شده و باعث افزايش فعاليت باعث تقويت راه
 CaMVانداز معمول  ها برابر نسبت به راه رونويسي ژن به اندازه ده

35S شود  مي)Kay et al. 1987 .( براي افزايش بيان پروتئين هدف
ي هاي مختلفي برا انداز استراتژي در گياهان علاوه بر استفاده از راه

از  .بهبود عملكرد نهايي پروتئين نوتركيب توسعه داده شده است
توالي (هاي رونويسي و يا ترجمه  جمله استفاده از تقويت كننده

، )TMVيك توتون، ياز ويروس موزا Ωتقويت كنندة ترجمه 
 mRNAتثبيت كنندة ) 3' و UTR) '5 3' و 5'ترجمه نشده نواحي 

)UTR '5  ژنChalcone synthase) (Streatfield 2007 ( و
هاي معين زير گيري پروتئين به بخش هاي نشانه براي هدف توالي

هاي ژني تهيه شده در اين  در دستواره). Voss et al. 1995(سلولي 
براي افزايش تجمع  CHS 5' UTRدهنده  تحقيق نيز از توالي پايان

 UTR '5 ينواح .استفاده شد  Trastuzumabبادي  و پايداري آنتي
نقش  ،ترجمه ييو كارا mRNA يداريبر پا يربا تاث UTR '3 و
 يفاا يسيژن در سطح پس از رونو يانب يمدر تنظ يمهم ياربس
 ;van der Velden and Thomas 1999; Jansen 2001(كنند  يم

Mignone et al. 2002(. 5اند كه  مطالعات مختلف نشان داده' 

UTR ژنChalcone synthase  در  مهترج يياباعث بهبود كار
 Torres et al. 1995; Zimmerman(است توتون شده  يها سلول

et al. 1998 .(5نشان داده شده كه  ينهمچن' UTR منشاء از 
 sps1و  atpB (Anthonisen et al. 2001)و  rbcL هاي ژن

)Trujillo et al. 2003 (و NtADH )Satoh et al. 2004( باعث  يزن
گزارش  Garabagi et al. (2012) .ندشو يم ميزان ترجمه يشافزا
 هاي يروسو ياو  گياهي منشا از UTR '5كه انواع مختلف  ددنكر
 ينسبك و سنگ هاي يرهزنج هكنند رمز يمتصل به توال ياهيگ
را  بادي يآنت ينتجمع ا يبه طور موثر Trastuzumab بادي يآنت

زان بيان ميبرابر  20حداكثر تا  يشآنها افزا. دهد يقرار م يرتحت تاث
 ويمختلف حا يانب يها را با استفاده از كاستپروتئين هدف 

UTR 5'  دندكر گزارشمتفاوت هاي .Kanoria (2012) and 
Burma يكدر مطالعه خود مشاهده كردند كه استفاده از  يزن 

UTR ´5 گزارشگر  يها ژن يانب يچند برابر يشباعث افزا سنتتيك
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gus  وgfp 5از حاضر  يقدر تحق. شود يم´ UTR  ژنCHS 
رسد اين توالي از عوامل افزايش دهنده  استفاده گرديد، به نظر مي

  .بوده است Trastuzumabتجمع 
گيري و  تواند با هدف پايداري و تجمع پروتئين نوتركيب مي

داري آن در اجزا سلولي مسيرهاي ترشحي، مانند شبكه  نگه
نتهاي كربوكسيلي هاي نشانه در اندوپلاسمي با استفاده از پپتيدآ

گيري پروتئين  هدف). Conrad and Fiedler 1998(افزايش يابد 
اي براي افزايش  ندوپلاسمي به طور گستردهآخارجي به شبكه 

هاي نوتركيب در گياهان تراريخته مورد استفاده  تجمع پروتئين
 ;Boevink et al. 1999; Zheng et al. 2004(قرار گرفته است 

Dobhal et al. 2013.( توانند با استفاده از  ها مي حال پروتئينبا اين
طور موقت به درون شبكه ه پپتيدهاي نشانه در انتهاي آميني ب

 .Gao et al(گيري شوند  آندوپلاسمي و نهايتا به آپوپلاست هدف

 ١در تحقيق حاضر از پپتيد نشانه كيتيناز بازي ).2004
Arabidopsis بادي  نتيدر انتهاي آميني هر دو زنجيره آ

Trastuzumab اين توالي نشانه باعث انتقال موقت . استفاده شد
پروتئين نوتركيب به شبكه آندوپلاسمي و دستگاه گلژي و در 

). Xu et al. 2007(شود  مي ٢نهايت ترشح آن به مسير آپوپلاستيك
تواند براي  اگر چه ميزان بالاي پروتئازها در فضاي آپوپلاست مي

آفرين باشد، ولي ترشح در فضاي شكلپروتئين نوتركيب م
تواند منجر به تجمع بيش از حد و حتي پايداري آپوپلاست نيز مي

بالاي پروتئين نوتركيب در مقايسه با تجمع سيتوزولي شود 
)Zimmermann et al. 1998; Schillberg et al. 1999; Peeter et 

al. 2001 .( براي جلوگيري از تخريب بيش از حد پروتئين
توان با ايجاد شرايط وتركيب در آپوپلاست توسط پروتئازها، مين

تعرق گياه را بالا برد ) ساعت 24(رطوبت بالا به طور كوتاه مدت 
و منجر به آزادسازي پروتئين نوتركيب از فضاي آپوپلاست به 
جريان تعريق در سطح بيروني برگ شد تا پروتئين هدف بتواند به 

برگ تجمع يابد، در اينصورت در سطح  ٣صورت مايع تعريقي
تواند به راحتي و بدون استفاده از يك بافر  استخراج آن مي

استخراج كمپلكس انجام گيرد بدون اينكه بخش قابل توجهي از 
پروتئين در اثر عدم ليز مناسب ديواره سلولي هدر رود 
                                                            
1 Basic chitinase signal peptide 
2 Apoplastic pathway 
3 Guttation fluid 

)Komarnytsky et al. 2000; Nathanial and McDonald 

ها باديهاي پيچيده مانند آنتيپروتئينگليكوزيلاسيون  ).2013
براي پايداري بيشتر، كاهش حساسيت به پروتئازها و عملكرد 

اگر چه اين فرآيند در . بيولوژيكي مناسب آنها ضروري است
هاي پستانداري مشابه با سلول) با اندكي تفاوت(سلولهاي گياهي 

يزبان حال مهندسي گليكوزيلاسيون گياه مشود، با اينانجام مي
هاي تيپ انساني هاي نوتركيب با گليكوفرمبراي توليد پروتئين

- اي توليد آنتيطي مطالعه Grohs et al. (2010). شايد لازم باشد

را در توتون بدون مهندسي گليكوزيلاسيون  Trastuzumabبادي 
تيپ انساني گزارش كردند و پروتئين حاصل پاسخ ايمونولوژيك 

بر عليه  CHOتجاري حاصل از  Herceptinمناسب و مشابه با 
. نشان داد HER2/neu ههاي سلولي سرطان پستان بيان كنند رده

بادي توليد شده در تحقيق حاضر ست كه آنتيا لذا انتطار بر اين
هاي سلولي نيز بتواند پاسخ ايمنولوژيك مناسب در برابر رده

سيتوتوكسيتي، پروفيل  تجزيهال ح سرطاني نشان دهد، با اين
گياهي با  Trastuzumabگليكوزيلاسيون، مقايسه ساختاري 

هرسپتين تجاري از جمله مواردي است كه در مطالعات بعدي 
هاي نوتركيب در گياهان در بيان آنتي بادي. دشوبايستي انجام 

هاي بياني مختلف به صورت تراريختي پايدار و تراريختي فرمپلت
و ) Koi et al. 2005; Lai et al. 2010(موقت گزارش شده است 

معمولا بيان موقت مبتني بر وكتورهاي ويروسي كارآيي بالايي از 
 Gleba(اند هاي نوتركيب نشان دادهنظر توليد قابل توجه پروتئين

et al. 2007 .(توان توليد لذا در مطالعات بعدي ميTrastuzumab 
. كردهاي بياني مبتني بر ويروس ارزيابي را با استفاده از وكتور

تك دودماني در تحقيق حاضر نشان داد كه   بادي توليد موفق آنتي
تواند به عنوان يك تكنولوژي جايگزين مناسب  فرم گياهي ميپلت

هاي دارويي با ارزش بالا مانند  براي توليد پروتئين
Trasntuzumab مورد استفاده قرار گيرد.  

  سپاسگزاري
 003/ك/93ا كد اين تحقيق بخشي از نتايج طرح تحقيقاتي ب

مصوب معاونت محترم پژوهشي دانشگاه اروميه است كه 
هاي مادي و معنوي دانشگاه اروميه صميمانه  از حمايت بدينوسيله
فناوري دانشگاه اروميه  از پژوهشكده زيست. دشوي ميرسپاسگزا

به خاطر در اختيار گذاشتن امكانات آزمايشگاهي لازم جهت 
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از جناب آقاي دكتر موسي . شود مي انجام تحقيق تشكر و قدرداني
) فناوري، تهران پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست(گردانه 

   -pBSK-Her2و  pBSK-Her2-HCبه خاطر اعطاي پلاسميدهاي 
  

LC محمدرضا  مهندس همچنين از جناب آقاي. كمال تشكر دارد
به خاطر فراهم ) مركز تحقيقات توتون تيرتاش، مازندران(صلواتي 

  .شوددن بذر مورد نياز سپاسگزاري ميآور
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