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نشان داد كه بسياري از  1990بكارگيري بيولوژي مولكولي و بيوتكنولوژي گياهي در دهه 

جذابيت . توانند در حجم انبوه و به قيمت بسيار ارزان در گياهان توليد شوند داروها مي

هاي گياهي به دليل مزايايي همچون ايمني بالا، هزينه پائين، تغييرات پس از ترجمه و  سيستم

) هاي جانوري و سلول ها، مخمرها مثل باكتري(هاي كلاسيك  حجم بالاي توليد نسبت به سيستم

بطور اختصاصي و نسبتا قوي به  )tissue Plasminogen Activator) tPAپروتئين داروئي . است

ها را فعال و  هاي خوني متصل شده و ترجيحا پلاسمينوژن به دام افتاده در داخل لخته لخته

هاي قلبي و مغزي  به منظور درمان سكته tPAاز پروتئين نوتركيب . برد لخته خوني را از بين مي

در گياه توتون ) tPA( در اين تحقيق، بيان ژن فعال كننده پلاسمينوژن بافتي. شود استفاده مي

 NOSو خاتمه دهنده  CaMV 35Sاين پروتئين نوتركيب تحت كنترل پيشبر . بررسي شده است

رتيب به دو ، به تKDELو ترادف كد كننده پپتيد نشانه  Kozakتوالي افزايش دهنده . قرار گرفت

سازه تهيه شده به ژنوم گياه توتون منتقل و . افزوده شدند tPAانتهاي آميني و كربوكسيلي ژن 

ارزيابي گياهان تراريخت با . گياهان تراريخت روي محيط حاوي كانامايسين انتخاب شدند

، زيموگرافي و وسترن بلات انجام شده و كليه اين RT-PCR  ،SDS-PAGEاستفاده از فنون

به گياهان توتون منتقل شده و به نحو فعالي در گياهان ) tPA(ها نشان داد كه ژن هدف  مايشآز

  .هاي خوني را دارد شود و پروتئين نوتركيب توليدي، توانايي حل لخته تراريخت بيان مي
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 - Urokinase type Plasminogen Activator 
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����� 	� ��&�� �� ���� �N :���� �� 	� W��N 	�6� �� �� 

��!U���"8 MD�(� ��/� )v .(��+�� ������ 7�8���� '�d���� 
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)*����� ��(� ���TH� .���>� �>� )M@�|.( 

V�+��� ���!� 9U� �� ��� ������ ��� ~��*�!� .�� �� ������ 

)*����� ��V ��:� �� ���� Q*>� �� ��� ���& lwf ls �"�8 

���+�� �� ��>� ��� 	
 ����� ��� +�@+��� ������ tPA �� ���� .

	������ ���� �?��>� �� ���� ������ ~��*�!� .�� �� ������ 

���� .���>� ������ )M}�s .( 

  

  
  روي پلاسمينوژننحوه اثر فعال كننده پلاسمينوژن  -1شكل

  

  
جفت بازي  1700باند : 3و گياه تراريخت، چاهك ) آب(كنترل منفي :  2و  1چاهك هاي  RT-PCRدر سازواره با روش  tPAنتايج بررسي بيان ژن  -2شكل

  جفت بازي 100ماركر : M.جفت بازي از وسط ژن 635باند :  4طول كامل ژن هدف و چاهك 

  

  
داروي : چاهك كنترل مثبت. نشانگر پروتئيني: Mچاهك  ).غير تراريخت(پروتئين هاي استخراج شده گياهان تراريخت و شاهد  SDS-PAGEآناليز  -3شكل

ر حالي كه يك باند اضافي در راستاي كنترل مثبت مشاهده مي شود د Tدر چاهك ). غير تراريخت(گياه شاهد : NTچاهك . گياه تراريخت: Tاكتيلاز، چاهك 

  .در گياه شاهد اين باند مشاهده نگرديد
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���� ��	�
/����� ���/������/��	���� ����  #�  

 

  
: 3- 7و چاهك هاي ) داروي اكتيلاز(كنترل مثبت : 2، چاهك)غير تراريخت(گياه كنترل : 1چاهك . نتايج آزمون زيموگرافي براي تعدادي از گياهان -4شكل

  .گياهان تراريخت

  

  
  .گياهان تراريخت:  1-5چاهك هاي . گياه غير تراريخت: -Cچاهك . داروي اكتيلاز: +Cچاهك . ماركر وزني: Mچاهك . نتايج وسترن بلات -5شكل
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	8 FDA )z��N� �^F � ����� �@���� (k��V� �� �� ���� 	;"F �� 
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�� ��� E��u� �� MB�� ����� ��%: pBI121 )?: �(���"8 

O�D���� �N tPA 	� ����� .��%�!� ����� .��� MB�� 	� )"L ���� 

���� I� ��! ��u�� ��� o�"`� 	� ��V�� ����� �� O�D��� �N 

	� ������ ���� .��%�!� ���B �� ���� )s .()?: E��VA� ���� �� 

a`! 	*6� '������ �N tPA ��� E�� �� CaMV 35S � 	/��� 

.�(�� NOS ��V���: ����� .�!��� �� ��>� .��� )!� 	8 

.��%�!� �� E�� .���� CaMV 35S �� ����� �� ����� ��V�� ���� 

�� �� 	6��D� �� E�� ����� ���� �(��� Ubi �� lr ����� E��VA� 
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�!��� ��� �+�@+�� �� I�(@� PCR �� ��� ������ ')*����� 

O�D��� �N tPA �� ������ ������� .�� �� 9�;_� ��/� . 

��:� I� ���� �A�H� �� 9�>����� SDS-PAGE ������ �� ��� 

�+�@+�� ���& lwfls '���+���"�8 .��/� �� 9�>����� RT-PCR' 

�A����/�� � ���!� 9U� V�� ���� �NtPA  �� �� ������ 

)*����� 9�;_� ����/� . 

�� ��� k�DP� 	8 �� V�+��� �A����/�� ���� ������� )�+�TA ���! 

������� tPA .��%�!� '�� ��>� .��� �� 	8 ��� ����� {�A 

.��T+� b�6& )!� � ����D� ��/8 �� Rr W���@�� �� z@����� 

�������+��� ��� W����/�� ���eN M��B �d�!�(� )!� 	8 �� ��� 

��P+ �� ����� ELISA M��B 	6��D� �� ���� )RS .()�/�� 

�A����/�� �� ��� )!� 	8 )�+�TA ����� ���! ������ �� 

9��=� ������� �V�� ��� ON SDS-PAGE ��>� �� ��� ��� 

.����� ������ �� W����/�� O��T� ������� ���!� 9U� )6�� .

	��/� ��� ����� ��F )*����� �&��� ]�%� �� ��>� ������ �+� 

	��/� ��� )*����� �&��� �A�%� �� ��>� ����� 	8 �� ON ����� 

�N�(�/!U� 	���� M/LtPA �� ���� .�� nT�� �� ������ 

�����)* "L�5F� ��:� 	T`B �N ���� �c� e�/�&� 	� +��M ���B 

��A�� �N �� &���	 �����8�����(� W��N ��.� � �� 9��_� TH��� 
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