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  چکیده
ي خونی و جلـوگیري از       ها   لخته  یک عامل اختصاصی فیبرین است که موجب حل کردن         rt-PAپروتئین  

این پروتئین به فرم دارویی در میزبانهاي مختلـف بـصورت نوترکیـب تولیـد               . گرددي قلبی و مغزي می     ها  سکته
مـورد جـالبی از نحـوه     هدف از این طرح بررسی بیان آن در گیاهان توتـون تراریخـت بودکـه در آن                . شده است 

رونویسی ژن با اسـتفاده از آغازگرهـاي اختـصاصی بـه روش          . دیدرونویسی ژن در گیاهان تراریخت مشاهده گر      
RT-PCR  درصد نشان داد که علاوه بر نـوار اختـصاصی   8/0نتایج روي الکتروفرز ژل آگارز .  انجام گرفت t-PA 

)1.7 kb (یک محصول غیر منتظره دیگر به طولbp  650پـس از بازیـابی   .  هم در گیاهان تراریخت تکثیر می شد
% t-PA 99 مربـوط بـه ژن   cDNAز ژل و  تـوالی یـابی، مـشخص شـد کـه ایـن محـصول اضـافی بـا           آن قطعه ا  

در ادامـه  .  مـی باشـد  t-PAي ژن cDNAبه عبارت دیگر این باند اضافی داراي بخـشی از تـوالی       . همولوژي دارد 
ان و نیـز   همردیف شـد تـا نـواحی همپوش ـ   t-PA ژن cDNA با توالی MegAlignتوالی قطعه اضافی با نرم افزار      

 جهـت   NCBI موجـود در     CDDدر نهایـت از پایگـاه اطلاعـاتی         . نواحی حذف شده از این قطعه مشخص شود       
نتایج این بررسی نشان داد که تـوالی مربـوط بـه          . ي حذف شده و باقی مانده استفاده شد        ها  مشخص کردن دامنه  

از طرفی ایـن دمـین سـرین    . ی مانده است حذف و توالی مربوط به دامنه سرین پروتئازي آن باق        ها  دامنه کرینگل 
اي کـه مهندسـین ژنتیـک در تـلاش بـراي تولیـد       دهد به گونه را انجام می   t-PAباشد که کار اصلی      میپروتئازي  

در حـالی کـه در اینجـا گیـاه ایـن کـار       . باشند که فقط داراي همین دمـین پروتئـازي باشـد    می t-PAپروتئینی از  
  . می باشدRNAاین نتایج احتمالاً به علت پردازش متغیر . دهدام میمهندسی را به صورت طبیعی انج

  . نوترکیبt-PA  و کرینگل،توتون تراریخت، دمین: کلمات کلیدي
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   مقدمه
در دنیاي امروز تقاضا براي داروهاي زیـستی        

باشــد و چــون  مــیروز بــه روز در حــال افــزایش 
معمولاً قیمت این داروها، فراوانـی آنهـا را محـدود            

یی توسـعه یابنـد کـه       هـا   کند، لازم است سیستم   یم
بتواننــد داروهــاي زیــستی را بــا قیمــت مناســب در 

 ,Brondyk (اختیـار مـصرف کننـدگان قـرار دهنـد     

 جـایگزین مناسـبی بـراي    1اریختترگیاهان   .)2009
ــروتئین هــا  سیــستم ــده پ ــان کنن ــج بی ــا  ي رای ي ه

ي جــانوري و هــا   ماننــد کــشت ســلول،نوترکیــب
 ;Daniell et al., 2001) باشـند  مـی  پروکـاریوتی 

Sonya, 2005) . تواننـد بـه    مـی   تراریخـت گیاهـان
عنوان بیوراکتورهاي زنـده بـراي تولیـد ارزان مـواد           
دارویی عمل نمایند کـه ایـن پدیـده بـه کـشاورزي             

 ,.Fernandes et al( باشـد  مـی  معـروف  2مولکولی

2009; Schillberg et al., 1999 .( ــان از گیاه
کتورهـاي مفیـد و   ا به عنـوان بیور ی توان  م تراریخت

ــراوان یــک درشــت   ــراي تولیــد ارزان و ف جالــب ب
 مثـل ترکیبـات خـونی،    ، نو ترکیب و فعـال  3مولکول
 و هـا   ي رشـد، آنتـی بـادي      هـا   ، فاکتور ها  واکسن

  .(Fischer et al., 2004)استفاده نمود  ها  آنزیم
لخته شدن خون یک فعالیت آنزیماتیک است       

ي آسیب دیـده شـروع       ها  ادي از بافت  که توسط مو  
شده و در تشکیل تـک واحـدهاي فیبـرین تـشکیل            

                                                             

1Transgenic 
2Molecular Farming 
3Macro molecule 

رسد و بعد از مـدت کمـی،         لخته به اوج می    -دهنده
لخته فیبرینی توسـط سیـستم آنزیمـی فیبرینولیتیـک          

 Bruen et al., 2007; Gaffney)تجزیه مـی شـود   

and Longstaff, 1994; Henkin et al., 1991; 
Mayer, 1990; Mosher,1990; Wiman and 

Hamsten, 1990).   
آنزیم پلاسمینوژن به فرم غیر فعال می باشـد          
و براي اینکه فعـال شـود بایـد توسـط یـک هـضم                

ــود    ــدیل ش ــمین تب ــه پلاس ــازي ب ــه . پروتئ از جمل
 که این تبدیل را انجام مـی دهنـد آنـزیم         یفاکتورهای

افرادي کـه  .   می باشد4فعال کننده پلاسمینوژن بافتی   
شوند معمـولاً در  ي قلبی و مغزي می  ها  چار سکته د

یکــی از  .  داراي نقــص مــی باشــند  t-PAتولیــد 
ي خـونی تزریـق داخـل        ها  ي درمان لخته  ها روش

ي پلاسـمینوژن بـه عنـوان        هـا   وریدي فعال کننـده   
 Collen and( داروهاي حل کننده لخته خونی است

Lijnen, 1991 .( پروتئینt-PA   انسانی یـک سـرین 
 527-530 کیلودالتونی است که از      62 – 68از  پروتئ

کربوهیـدرات  % 13اسیدآمینه تشکیل شـده و داراي       
  از پـنج سـاختار متمـایز بـا           t-PAمولکول  . باشدمی

 Bachmann et(عملکرد مستقل ساخته شده اسـت  

al.,1994) (  ( زبانـه 5دامنـه ). 1شکلF (    یـا انگـشت
 t-PA در اتصال ) K1-2( مانند و دو تا دامنه کرینگل     

به فیبرین دخالت دارند، در حالی کـه دامنـه فـاکتور            
در زدودگـی سـریع کبـدي مولکـول      6رشد پوسـتی 

داراي جایگـاه   ) P( دامنه سـرین پروتئـاز    . نقش دارد 
                                                             

4 Tissue plasminogen activator (t-PA) 
5 Domain 
6 Epidermal growth factor (EGF) 
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فعال می باشد که از سرین، هیستیدین و آسـپاراتیک          
اسید تشکیل شده که در ساختار اولیه پـروتئین دور          

ــرار گرفتــه ــا داز هــم ق ــد، ام ر ســاختار تــاخورده ان
دامنــه ســرین . باشــندپـروتئین بــه هــم نزدیــک مــی 

ــد ــا هــضم پیون  در   Arg561 _ Val562پروتئــازي ب
 ,Frank(کند پلاسمینوژن آن را به پلاسمین فعال می

1995; Von et al., 2008.(  
ــروزه  ــاري   t-PAام ــم تج ــا اس ــب ب  نوترکی

Activase   یا Alteplase  ،      به عنوان یک داروي مهـم
 مثـل ترومبولیتیـک     ،ي قلبـی   هـا   مان بیمـاري  در در 

ایـن دارو در حـال      . استفاده مـی شـود    ) سکته قلبی (
 تولید و Genentechحاضر توسط شرکت آمریکایی   

بـه  . شـود با قیمت خیلی بالا وارد برخی کشورها می       
علت اهمیت خیلی بالاي ایـن پـروتئین، بـه منظـور            

 یی در داخل کشور شروع شـده       ها  تولید آن فعالیت  
  . است

  
   ها مواد و روش

در این مطالعه کار کلون نمـودن و انتقـال ژن           
به گیاه توسط آقاي اسد معصومی اصل در دانـشکده      
کـشاورزي دانـشگاه تربیــت مـدرس انجـام شــده و     

 Masoumi (بذرهاي تراریخت از ایشان اخـذ شـد  

Asl, 2009( . جهت تولید و تخلیصt-PA نوترکیب 
وتون ابتدا لازم بود کـه      انسانی از گیاهان تراریخت ت    

که به عنوان تراریخت شناسـایی   T0بذر گیاهان نسل  
شده بودند کشت می شد و مجدداً تراریخـت بـودن        

  .را نشان می دادیم) T1(این گیاهان

استخراج کشت بذر گیاهان تراریخت،     از  بعد  
DNA        از برگ گیاهان به کمک روشCTAB  انجام

ــت ــه ک Pan et al., 2006.( PCR( گرف ــک ب م
 ـآغازگرهاي اختصاصی   بـه   t-PA ژن cDNAراي ب

ــزان ــازگر، µM4/0  می ــر آغ  DNA از ng200 از ه
 میلـی  5/1، )سـیناژن  (Tag پلیمـراز  U25/1ژنـومی،  

 در حجـم  dNTPs میکرومول 200 وMgCl2 مولار 
با اسـتفاده از دسـتگاه چرخـه دمـایی           میکرولیتر   25

  . انجام شد
 چرخه دمایی تکثیر شـامل واسرشـت کـردن        

ــاي  ــه دردم ــراي C94°اولی ــه، 4 ب ــه 35 دقیق  چرخ
 براي یک دقیقـه، آنلینـگ       C94°واسرشت کردن در    

 بـه  C72° به مدت یک دقیقـه و بـسط در          C60°در  
 5 بـه مـدت      C 72° بـسط نهـایی       دقیقـه و     2مدت  

ــود  ــه ب ــصول . دقیق ــارز PCRمح  8/0 روي ژل آگ
 و پس از رنگ آمیزي اتیـدیوم   هدرصد بارگذاري شد  

 G BOX مـدل  کسبرداري بـا ژل اسـکن  بروماید، ع

HR) Syngene, UK(در این مرحلـه  . انجام گرفت 
 از t-PA ژن cDNA داراي pBI121پلاســـــــمید 

باکتري تراریخت تخلیص شـد و بـه عنـوان کنتـرل            
  .مثبت استفاده گردید

 t-PAي ژن   cDNAبراي بررسـی رونویـسی      
منتقل شده به گیاهان تراریخت، ابتـدا بـا اسـتفاده از            

ي تـازه   هـا   از برگRNA) سیناژن (RNX plus کیت
 اسـتخراج  RNaseتحت شرایط استریل و عـاري از        

ون هـا   برگ توتون توسط   mg 10به این منظور    . شد
 از بـافر   ml 1پر از ازت مایع بخوبی پودر گردیده و         
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RNXPlus  سـپس حـدود     .  اضافه شد   ها   به نمونهµl 
 rpm  15000 کلروفرم اضافه گردیـد و در دور 300

ــدت  ــه م ــه در 15ب ــدC 4◦ دقیق . ســانتریفیوژ گردی

  
 

 
 Ks نقش سرین پروتئازي و اصلی ضد لختگی خـون،  P انسانی که t-PAاي مولکول  ساختار دامنه-1شکل  

  ).Frank 1995( در پاك کنندگی سریع کبدي مولکول نقش دارد EGFدر اتصال به فیبرین و 
Figure 1-Domain structure of human t-PA, P has serine protease and main anti clot role, Ks 
binding to fibrin and EGF cause the rapid efface from liver (Frank 1995).      

  
ي فنـولی کـه      هـا   براي از بین بردن آلـودگی     

 میکرولیتـر   100میزان آن در توتون بالا می باشـد از          
PEG%20  آبی را  پس از سانتریفوژ فاز     .  استفاده شد

جمع کرده و هم حجم آن ایزوپروپانول ریخته و در          
.  دقیقـه نگـه داشـته شـد        30 به مدت    -C 20◦دماي  
 15 به مـدت  rpm  12000 دوباره در دور  ها نمونه

محلول رویی دور   .  سانتریفیوژ گردید  C 4◦دقیقه در   
 درصـد شستـشو     75ریخته و رسوب توسط اتـانول       

 دقیقـه در  8ت  به مدrpm 7500داده سپس در دور   
◦C 4   نهایتـاً رسـوب را خـشک       .  سانتریفیوژ گردیـد

 DEPC آب استریل تیمار شـده بـا         µl30کرده و در    
 براي کیفیت سنجی    RNAبعد از استخراج    . حل شد 

 µl5 ــارز ــرز ژل آگ  درصــد 8/0 از آن روي الکتروف
کمیت آن به کمک دستگاه طیف سـنج        . مشاهده شد 

نومتر انـدازه    نـا  260 و   280نوري در طول موجهاي     
 RNAنانوگرم  cDNA 100براي ساخت   . گیري شد 
 میکروگـرم  آغازگرهـاي شـش تـایی          2/0به همراه   
 واحـد آنـزیم     200 و   RNasin واحـد    20،  1تصادفی

RevertAidTM M-MuLV Reverse 
Transcriptase)Fermentas ( ــاي ــه C42°در دم  ب

دو نـوع کنتـرل منفـی       .  دقیقه استفاده شـد    60مدت  
بدون آنزیم روتوشت بردار معکـوس    و   RNAبدون  

                                                             

1 Random hexamer primer 
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)RT (           شـرایط  . نیز در این آزمون به کـار بـرده شـد
PCR    براي تکثیر cDNA      نیز همان شرایط ذکر شده 

در نهایـت محـصول     .  ژنومی بـود   DNAبراي تکتیر   
PCR     پس . درصد بارگذاري شد  8/0 روي ژل آگارز

از الکتروفورز و رنگ آمیزي اتیدیوم بروماید توسـط      
در .  عکـسبرداري شـد  G BOX HRل ژل اسکن مد

ــسرآلدهید    ــون از ژن گلیـ ــن آزمـ ــسفات -3ایـ فـ
ــه عنــوان کنتــرل  ) GAPDH(دهیــدروژناز توتــون ب

  .داخلی استفاده شد
-tهاي استفاده شده براي ژنهاي آغازگرتوالی 

PA و gapdh  آورده شده است2و 1در جدول .   
  

   و توالی یابیPCRبازیافت یا استخراج محصول 
ــام  ــس از انج ــون پ ــشاهده RT-PCR آزم  م

 یـک بانـد   t-PAگردید که علاوه بر باند اختـصاصی   
براي . اضافی غیر قابل انتظار دیگرهم تکثیر می شود       

تعیین ماهیت دقیق این قعطه تکثیر شده، باند اضافی         
 DNAبـــه کمـــک کیـــت بازیافـــت و اســـتخراج 

)Fermentas (     بعد از  . از روي ژل آگارز خالص شد
 و درصــد8/0ژل آگــارز کیفیــت ســنجی بــه کمــک 

کمیت سنجی به کمک دستگاه طیف سـنج نـوري ،           
خالص شـده بـراي تـوالی یـابی بـه               PCRمحصول  

  . فرستاده شد MWG Operon شرکت آلمانی 
 
  
  
  

  
ي همپوشان بـا تـوالی       ها  جستجوي توالی 

  باند اضافی
بعد از توالی یابی باند اضافی تکثیـر شـده در           

ي  هـا    تـوالی   ، بـه منظـور یـافتن       RT-PCRمرحله  
 در پایگـاه اطلاعـات      BLASTهمپوشان، از یرنامـه     

NCBI استفاده شد   .  
ي حذف شده و باقی مانـده        ها  یافتن دامنه 

  در قطعه مورد نظر
در ایــــن بخــــش بــــا اســــتفاده از نــــرم 

، تــوالی قطعــه مــورد MegAlign (DNAstar)افــزار
.  شـد  1 همردیـف  t-PAي ژن   cDNAنظر بـا تـوالی      

هـت یـافتن اینکـه چـه نـواحی          بعد از همردیفی، ج   
 حـذف  t-PA از پـروتئین    ها  وابسته ي به این توالی    

 مربوط به چه دمینی رونویـسی  cDNAشده و توالی   
 موجـود در    CDDشده اسـت، از پایگـاه اطلاعـاتی         

  . استفاده گردیدNCBIبانک اطلاعاتی 

                                                             

1 Align 
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  .t-PA ژن هاي توالی آغازگر- 1جدول 
Table 1-primer sequences of t-PA  

  توالی  غازگرآ
 ’GAGTCTAGATAAACAATGGATGCAATGAAGAGAGGG- 3 -’5  جلوبرنده
 ’ATAGTCAACTCATAGCTCATCTTTCGGTCGCATGTTG- 3– ’5  معکوس

  
  .فسفات دهیدروژناز- 3گلیسرآلدهید  ژن هايآغازگر توالی - 2جدول 

Table 2- primer sequences of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  
  

  توالی  گرآغاز
 ’GTGGTGCCAAGAAGGTTGTG-3-’5  جلوبرنده
 ’CCAGTGCTGCTAGGAATGATG-3-’5  معکوس

 
  

  نتایج و بحث
ــروتئین   ــد پ ــروزه تولی ــا ام ــاي   ه و داروه

اهمیت ویژه ي بـراي محققـان و کـشورها    نوترکیب  
ي مختلفـی شـامل      هـا   در این راستا نیز میزبان    . دارد

هان بـه عنـوان     ، حیوانات و گیا    ها  ، قارچ  ها  باکتري
از ایـن میـان   .  استفاده شده اسـت  کننده راکتور تولید 

گیاهان براي تولید داروهـاي نوترکیـب تـرجیح داده      
 زیرا قیمت تمام شده محصول در گیاهـان      .می شوند 

ي هــابعــلاوه دارو. کمتــر از ســایر منــابع مــی باشــد
 منوترکیب تولید شده از طریق گیاهان به علـت عـد          

ــودگی ــل ي می هــا وجــود آل ــی و بــویژه عوام کروب
.  بیماریزاي مشترك با انسان، ایمنی بـالاتري را دارنـد   

ــن مطال ــهدر ای ــام   ع ــس از انج  DNA روي PCRپ

 در گیاهــان تراریخــت kb 1.7ژنــومی  گیــاه، بانــد 
 انـسانی و مـشابه   t-PAي cDNAهم انـدازه  (توتون  

 ژن  cDNA حـاوي    pBI121با کنترل مثبت پلاسمید   
t-PA غیر تراریخـت   دکه در گیاهانتکثیر ش) انسانی

  هـا   داده(شـد   و کنترل منفی این محصول دیده نمی      
از ایـن رو مـی تـوان نتیجـه       ). نشان داده نشده است   

 انـسانی بـا موفقیـت بـه        t-PA ژن   cDNAگرفت که 
 ژنـوم گیاهـان تراریخـت الحـاق         ناحیه یوکرومـاتین  

 نیـز   RT-PCRبعـد از انجـام آزمـون    .  یافته اسـت 
در حـدود   (t-PA ژن cDNAق بـا   همان قطعه مطـاب   

1.7kb (    در حالی که   . در گیاهان تراریخت تکثیر شد
ي  هـا  این قطعه در گیاهان غیر تراریخت و چاهـک     

 ).2شکل( کنترل کنفی مشاهده نمی شد
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 محصول تکثیر رونوشـت ژن کنتـرل   G هاي  چاهک.  روي الکتروفرز ژل آگارزRT- PCR نتایج -2شکل 

 انسانی در گیاهـان  t-PA ژن cDNA مربوط به محصول تکثیر رونوشت  T هاي     و چاهک  GAPDHداخلی  
 RNA–کنترل منفی فاقد آنـزیم رونوشـت بـردار معکـوس؛ چاهـک                نمونه RT–چاهک  . تراریخت هستند 

همـانطور کـه مـشخص    ). 100bp( استاندارد وزن مولکولی است M و RNAفاقد   هاي کنترل منفی نمونه
- جفت بـاز دیـده مـی   650 و 1700 به طولهاي RT-PCRي گیاه تراریخت دو محصول      ها  است در نمونه  

  .شود
Figure 2- The results of RT-PCR on agarose gele electrophoresis. G wells are amplified 
product of internal control (GAPDH) and T wells are amplified product of cDNA of human 
t-PA in transgenic plants. –RT well is negative control without reverse transcriptase; -RNA 
well is negative control without RNA and M (100 bp GeneRuller DNA ladder). The antici-
pated 1.7-kb product of t-PA transcription and a 650-bp extra band that is present only in 
transgenic plants are seen on agarose gel.  
 

دهد که ژن انتقال یافتـه بـه   این نتایج نشان می 
ــه آن      ــده و نتیج ــاه وارد ش ــسته گی ــوزوم ه کروم

 نوترکیب در گیاهان تراریخـت  t-PAرونویسی فعال  
اما علاوه بر این باند، یک محصول اضـافی    . می باشد 

 نیـز در  bp 650غیر قابـل انتظـار بـه طـول حـدود      
گیاهان تراریخت مشاهده می شـد در حـالی کـه در            

ي کنترل منفـی و گیاهـان غیـر تراریخـت            ها  نمونه

همچنین بـا اینکـه همـه شـرایط و مـواد            . دیده نشد 
PCR   و RT-PCR          یکسان بود ولـی ایـن قطعـه در 

بــه همــین جهــت .  تکثیــر نمــی شــدPCRمرحلــه 
توان گفت کـه ایـن قطعـه از روي ژنـوم تکثیـر           می
شـود بلکـه از مرحلـه رونویـسی حاصـل شـده           ینم

  در ابتدا این تصور مطرح شد که این بانـد بـه  . است
 RT-PCRعلت غیر اختصاصی بودن مواد و شرایط        
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 و PCRامـا بـا عـوض کـردن مـواد      . تکثیر می شود  
اختصاصی تر کردن دماي اتصال آغازگرها به کمـک      

touchdown PCR   نه تنها باند اضافی حـذف نـشد 
کثیــر آن بهتــر از بانــد اصــلی هــم صــورت  بلکــه ت

بعــد از ). نتــایج نــشان داده نــشده انــد( گرفــت مـی 
اسـتخراج از ژل و  تـوالی یـابی ایـن قطعـه اضــافی      

 موجـود  BLASTرونویسی شده و استفاده از برنامه      
ــا  NCBIدر پایگــاه  ، مــشاهده شــد کــه ایــن بانــد ب

cDNA ژن t-PAــسانی % NM 000930 (99( انــ
 عبارت دیگر این رونوشت اضافه      به. همولوژي دارد 

  انـسانی را دارا مـی   t-PAي cDNAبخشی از توالی  
 از آن حذف    t-PA ژن   cDNAباشد و برخی نواحی     

 cDNAتوالی این باند اضـافی بـا تـوالی          . شده است 
)FM956488.1(    مربوط بهt-PA       با اسـتفاده از نـرم 

همردیـف  ) DNA Starمحصول ( MegAlignافزار 
 CDDاده از پایگاه اطلاعـات زیـستی        با استف .  شدند

) ي حفاظـت شـده     هـا   اختصاصی جستجوي دامنه  (
ي مربوط بـه پـروتئین    ها  نتایج نشان داد که از دامنه     

t-PA )ــکل ــرین   ) 1ش ــه س ــه دامن ــوط ب ــوالی مرب ت
 در  F نوکلئوتید ابتدایی دامنـه      20  با    t-PAپروتئازي  

، و  هـا  این قطعه اضافی باقی مانده و توالی کرینگـل    
بـه  ). 3شـکل   ( حـذف شـده اسـت         هـا   ایر دمین س

ــسژن  ــارتی تران ــان  t-PAعب ــق در گیاه ــه دو طری  ب
یک نوع آن فرم کامل رونویـسی    . رونویسی می شود  

می باشد و نوع دیگر حاصل پردازش در رونویـسی          
  با توجه بـه نتـایج بدسـت آمـده فرضـیه        .  می باشد 

ي مختلفی را براي این نوع رونویـسی در گیاهـان         ها

از جملـه پـردازش     . یخت می توان مطـرح کـرد      ترار
 مـثلاً  . را می توان نام برد RNA2 و یا ویرایش     1متغیر

 منجـر بـه از دسـت         جهش در یک جایگاه پردازش    
عملکرد آن جایگاه شود که در نتیجه آن یک کـدون          
خاتمــه زودرس بوجــود آمــده و موجــب از دســت 

 در رونوشـت کوتـاهتر    هـا   رفتن بعـضی از اگـزون     
چنین احتمال دارد که کمپلکس پردازشـگر        هم .شود

 که کار شناسایی توالی جایگاه پـردازش        U1از جمله   
 اولیه را به عهده دارد یـک جایگـاه          RNAدر نسخه   

  هـا   اضافی شناسایی کرده و منجر به حذف اگـزون        
 پلیمـراز در    RNAالبته امکان دارد کـه آنـزیم        . گردد

  شـده و اگـزون    حین رونویسی دچار سـر خـوردن        
ــ ــزي اه ــشود t-PAي مرک ــسی ن ــشکیل . رونوی  ت

ساختارهاي ثانویه که مانع از رونویسی کامل ژن می         
شــود نیــز مــی توانــد عامــل دیگــري در ایــن نــوع  

 فرضیه دیگري که در این بـاره مـی      .رونویسی باشد 
 طـی   t-PAتوان مطرح کرد این است کـه چـون ژن           

 از ژنهـاي  DNA Shufflingتکامل به علـت پدیـده   
د پوستی، فیبرونکتین و تریپـسین بوجـود       فاکتور رش 
انسانی t-PA چون ژن . (Brown, 1998) آمده است

بنـابر  ي گیـاهی نـدارد،    ها  همولوژي و قرابت با ژن    
این در خارج از سیستم تکاملی خود تمایل دارد بـه           

کـه در   .  خـود رونویـسی شـود       تشکیل دهنده  اجزاء
ه اینجا هم توالی مربوط بـه دامنـه تریپـسین جداگان ـ          

بـا توجـه بـه اینکـه تـوالی ایـن         . شـود رونویسی می 

                                                             

1 Alternative splicing 
2 RNA editing 



)1390 بهار و تابستان، 1 ، شماره3دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي   

 ٣٩

ي کـدون آغـازین و تـوالی     ها تریپسین داراي توالی 
کزاك و نیز توالی کـدون خاتمـه و تـوالی سـیگنالی           

KDEL  بنابر این می توان گفـت کـه ایـن          .  می باشد
   .تواند به پروتئین ترجمه شودقطعه سرزده هم می

  
  

  
  .RNA از قطعه حاصل از پردازش متغییر) 2 و 1کرینگل (  هاي حذف شده   دمین-3 شکل

Figure 3-omitted domains (kringle 1 and 2) from alternative spliced RNA. 
   

تـلاش    مراحل بعدي تحقیقـات   بنا براین در  
ان تراریخت  از گیاه  سرزده   t-PA  آنزیم  این می کنیم 

 کامـل   t-PA فعالیـت آنزیمـی آن بـا         و تخلیص شده 
 مــشخص t-PA در  مـورد پـروتئین   .ه گـردد مقایـس 

ي  هـا  شده است که فعالیت اصلی بـاز کـردن لختـه    
می باشد و   ) P(خونی به عهده دامنه سرین پروتئازي     

بـه گونـه    . ي کمکی را دارند    ها   نقش  ها  سایر دامنه 
ي که امروزه مهندسین ژنتیک سعی مـی کننـد فقـط       

ان توالی مربوط به دمین سرین پروتئازي را بـه میزب ـ         
با این اوصاف گیاه به نحوي بیـان   . منتقل و بیان کنند   

t-PA  کند که فقط قطعه اصـلی آنـزیم    را پردازش می
کــاري کــه . بــاقی بمانــد) دمــین ســرین پروتئــازي(

ــا   ــد تــا ب مهندســین ژنتیــک قــصد انجــام آنــرا دارن
فقط قطعه سـرین پروتئـازي آن        t-PAدستکاري ژن   

که  بـه آن ژن      کنند  را به موجودات تراریخت منتقل      

در اینجا این کار مهندسی     .  اطلاق می شود   1سربریده
  .به صورت طبیعی در گیاه در حال انجام است

  
  تشکر و قدردانی

اعتبار انجام این طرح توسط مرکز بین المللی        
علوم و تکنولوژي پیشرفته و علـوم محیطـی تـامین           

تـشکر  مرکز شده است که بدینوسیله از مسئولین آن        
  معـصومی  دکتـر چنین جا دارد از آقـاي       هم. شودمی

 بــه خــاطر در اختیــار گذاشــتن بــذر گیاهــان اصــل
  .تراریخت تشکر کرد

                                                             

1 truncated gene 
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Abstract  

Recombinant tissue-type plasminogen activator (rt-PA) is used as a fibrin-specific throm-
bolytic agent for the treatment of various thromboembolic diseases. In this study, we tried to 
show the expression of transferred cDNA of human t-PA gene in transgenic tobacco plants pro-
duced previously by this group. RT-PCR with specific primers for t-PA, were used to assay the 
transgenic plants. RT-PCR products were observed on agarose gel electrophoresis after ethidium 
bromide staining. The results showed that the t-PA gene is stably expressed in second generation 
transgenic plant at the level of mRNA, while no expression was seen in non transgenic plants. 
These results also indicate an unfamiliar 650 bp transcript from t-PA transgene in plants. The re-
sults of homology search by CDD at NCBI database demonstrate that in addition to complete 
cDNA, an incomplete transcript so observed. This truncated transcript is a part of cDNA of t-PA 
that has lost the kringles domain while tyrosine-like serine protease is remained. This may results 
from alternative RNA splicing. The serine protease domain can carry out the role of t-PA alone. 
So many scientists are trying to clone this fragment only as a drug. Interestingly the plant pro-
duces this fragment naturally. This result may be because of alternative splicing of RNA. 
 
Key words: Domain, Kringle, recombinant t-PA and transgenic tobacco.  
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