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با  در توتون trastuzumab بادي مونوكلونال ي رمز كننده آنتيژنها بيان دو سيستروني
  يك توالي جايگاه مياني ورود ريبوزوماستفاده از 

 1و مريم احساسات وطن *2,1مراد جعفري

  گروه اصلاح و بيوتكنولوژي گياهياروميه، دانشگاه اروميه، دانشكده كشاورزي،  1
  گروه بيوتكنولوژي كشاورزيفناوري،  پژوهشكده زيسته، اروميه، دانشگاه ارومي 2

  3/7/94 :تاريخ پذيرش   12/1/94:تاريخ دريافت

  چكيده

) H(يكسان و دو زنجيره سنگين ) L(ي مونوكلونال هترودايمرهاي متشكل از چهار زنجيره پپتيدي، دو زنجيره سبك باديها آنتي
بادي كاركردي ضروري  كننده براي توليد پايدار و گردايش به صورت يك آنتي ي رمزژنها بيان همزمان مقدار برابر. يكسان هستند

) IRES(ي مختلفي از جمله وكتورهاي مبتني بر جايگاه مياني ورود ريبوزوم سيستمهاچندين ژن،  همزمانبه منظور بيان . است
هاي سنگين و سبك  رمز كننده زنجيره يژنها همزمانسيسترونيك براي بيان  در مطالعه حاضر، يك حامل دي. اند توسعه يافته

 توتون 1- از فاكتور پروتئين شوك حرارتي IRESبا استفاده از توالي ) ®trastuzumab )Herceptinبادي ضد سرطان سينه  آنتي
)Nicotiana tabacum( )NtHSF1 (بيان . به روش آگرواينفيلتراسيون ارزيابي شدتوتون دستواره در  كارآيي. ساخته شد

آناليز وسترن بلات بيان كارآمد . نيمه كمي تشخيص داده شد RT-PCRبا آناليز  RNAدر سطح رونوشت  تراژنهاترونيك سيس دي
 44/0روز پس از اينفيلتراسيون  7بادي  قرار داد و محتوي آنتي تأييدرا در بافت برگي توتون مورد  trastuzumabفرم تترامر 

سيسترونيك  گياهي براي بيان دي IRESعناصر  كارآييج مطالعه حاضر نشان دهنده نتاي. درصد پروتئين كل محلول برآورد شد
  .مر در گياهان است ي هترومولتيپروتئينها

مياني ورود   توتون، جايگاه 1- فاكتور شوك حرارتي بيان دو سيستروني،، trastuzumabبادي مونوكلونال  آنتي :واژه هاي كليدي
  )IRES(ريبوزوم 

 m.jafari@urmia.ac.ir: ، پست الكترونيكي04431943149: تلفن نويسنده مسئول، *

  مقدمه
ي نوتركيب يكي از ابزارهاي زيستي بسيار باديها آنتي

و درمان بسياري از  تشخيصهاپركاربرد در تحقيقات، 
 درصد 30بيش از . هستند سرطانهاجمله از  بيماريها

ي باديها آنتي) Biopharmaceuticals(داروهاي زيستي 
 يباديها آنتي يبازار فروش جهان). 39(وتركيب هستند ن

رو به رشد صنعت  يعسر يبخشهااز  يكيمونوكلونال 
 ي، فروش جهان2013در سال . است يداروساز

پيش ه است و ددلار بو يلياردم 75مونوكلونال  يباديها آنتي
ميليارد دلار  125به  2020تا سال رقم  ينا شودبيني مي

ي نوتركيب، باديها آنتيترين  پرفروش يكي از .)17(برسد 
trastuzumab )Herceptin® (بادي مونوكلونال يك آنتي 

در درمان سرطان مورد استفاده  HER2/Neuضد  انساني
تخمدان ي سلولها(در سيستم پستانداري پستان است كه 

، كه بسيار )21( شود توليد مي) CHO، همستر چيني
 Molecular(لي كشاورزي مولكو .باشدقيمت مي گران

farming (اندازي نوين در حوزه بيوتكنولوژي براي  چشم
 2( فراهم كرده استي نوتركيب دارويي مولكولهاتوليد بيو

و ي اخير در مهندسي ژنتيك گياهي بيان پيشرفتها). 6و 
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ي باديها آنتيي نوتركيب پيچيده مانند پروتئينهاتوليد 
پذير ساخته است  ننيز امكا گياهان انساني را در مونوكلونال

پايين توليد و بسيار هاي  هزينه، عملكرد نسبتاً بالا، كه )40(
ي سيستمهااز مهمترين مزاياي  توليدمقياس  سريع افزايش

  .)1(باشد  گياهي مي

 IgGي باديها آنتيدر بسياري از موارد، توليد 
)Immunoglobulin G ( باشد مي شامل بيان حداقل دو ژن .

اي در گياهان  ي تك زنجيرهباديها آنتيه حتي در مواردي ك
هاي اختصاصي  ي چاپرونينژنها همزمانشوند، بيان  بيان مي

) سولفات پروتئين پروتئين شوك حرارتي، ايزومرازهاي دي(
بادي همراه با  براي تا خوردگي و تجمع فرم صحيح آنتي

استفاده ). 46(بادي بسيار مفيد خواهد بود  رمزكننده آنتي  ژن
ي مولكولهاسيستروني براي توليد اين هكار بيان پلياز را

تواند بسيار جالب و  اي در سيستم گياهي مي چند زنجيره
كه براي بيان  به طور كلي راهكارهايي. قابل توجه باشد

چندين ژن خارجي در گياهان مورد استفاده قرار همزمان 
راهكارهايي كه ) 1: شوند گيرند به دو گروه تقسيم مي مي

انتقال و بيان تعداد مورد نظر از واحدهاي رونويسي  شامل
انداز، ناحيه رمز كننده و سيگنال  هر يك شامل راه(

آدنيلاسيون، همراه با ساير عناصر سيس با كاربردهاي  پلي
مجدد،  تراريختيكه شامل ، )49و  20(باشند  مي) مورد نظر

ي منفرد به ژنها تجمع چندين تراژن توسط انتقال پي در پي
، همزمان، ترانسفورماسيون )47و  45(گياهان تراريخته 

و  5(انتقال تركيبي چندين تراژن در يك آزمايش تراريختي 
ي جنسي بين گياهان تراريخته حامل تلاقيهاو ) 35

راهكارهايي ) 2و  هستند) 53و  38، 37(ي مختلف تراژنها
كه چندين ناحيه رمز كننده پروتئين را در يك دستواره 

از جمله،  كنند تركيب مي) سيستروني ليپ(ژنيك  پلي
ي جايگاههااندازهاي دو طرفه و  پروتئين همجوشي، راه

 ;Internal Ribosome Entry Sites(مياني ورود ريبوزوم 

IRESs (چندين نسخه از  همزمانتوانند براي بيان  كه مي
يك ژن و يا چندين ژن از طريق يك واحد رونويسي مورد 

  ). 9(استفاده قرار گيرند 

تمام  تقريباًبود كه  ينسال گذشته اعتقاد بر ا 30در 
mRNAتك ژن  يانب يسممكان يدارا يوكاريوتي يها

دارد،  انداز راه يكبه  يازهر ژن ن يهستند كه برا يسترونيس
 mRNA درصد 3از  يشامروزه مشخص شده است كه ب

 خود UTR ′5در  ها يوكاريوت يرسا يدداران و شا مهره يها
ي تواليها IRESعناصر ). 28(هستند  IRES داراي

ها mRNAبرخي  UTR ′5كه اغلب در نوكلئوتيدي هستند 
ي يوكاريوتي را براي آغاز ترجمه ريبوزومهاو قرار دارند 

 ′5كلاهك بدون نياز به  mRNAپروتئين در وسط مولكول 
 به كار طبيعي براي شروع ترجمه نياز است، كه به طور

و براي بيان دو ژن به شكل يك  )50و  42، 30(گيرند  مي
هنگامي ). 44و  23، 7(شوند  سيستروني استفاده مي دو پيام 
قرار ) ORF(بين چندين چارچوب قرائت باز  IRESكه 
اول با مكانيسم استاندارد وابسته به كلاهك  ORFگيرد،  مي

بعدي از طريق  ORFشود، در حالي كه ترجمه  ترجمه مي
 IRESبه صورت وابسته به  مكانيسم مستقل از كلاهك و

-Cap(ترجمه مستقل از كلاهك ). 41و  23(شود  انجام مي

independent translation ( اولين بار در يكIRES 
ي ناقلهازمان به بعد از آن ). 50(پوليوويروس كشف شد 

 in vitroاي براي كاربردهاي  به طور گسترده دو سيستروني
و  36، 34، 28، 19(د مورد استفاده قرار گرفتن in vivoو 
از طريق  IRESتوالي  40تا به امروز بيش از ). 51

ي ويروسهاانواع  mRNAساختار ثانويه  in silicoآناليزهاي 
) TEV(جانوري و گياهي از جمله ويروس خراشك توتون 

) crTMV) (48( كروسيفر، توباموويروس آلوده كننده )11(
) HCRSV( ستيك هيبيسكووكلري لكه حلقووس يرو و
در گياهان نيز مكانيسم ترجمه . گزارش شده است ،)29(

هاي سلولي رمز كننده پروتئين mRNAدر  IRESوابسته به 
، )Nicotiana tabacum )NtHS) (16شوك حرارتي 

، پروتئين )15(در ذرت  HSP101پروتئين شوك حرارتي 
و ) 47( Arabidopsisدر ) S18 )RPS18ريبوزومي 

) ADH(پروتئين الكل دهيدروژناز همچنين ژن رمز كننده 
 . شناسايي شده است) 39(در ذرت 
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اي مانند  ي چند زنجيرهپروتئينهاسيستروني  يان پليب
ي سلولهااي در  به طور گسترده IRESبه واسطه  باديها آنتي

، 24، 6، 5، 4، 3(پستانداري مورد مطالعه قرار گرفته است 
دو گياهي براي بيان  IRESي تواليها ، همچنين از)34

استفاده ) Reporter genes(ي گزارشگر ژنها سيستروني
، بر اساس منابع اين حال، با )52و  39، 16، 15(شده است 

علمي قابل دسترس گزارشي در مورد استفاده از عناصر 
IRES ي نوتركيب پروتئينهاسيستروني  گياهي براي بيان پلي

 سازي يك در مطالعه حاضر همسانه. در گياهان وجود ندارد
توتون و استفاده از آن براي  منشاء گياهي از IRES  توالي
در  trastuzumabبادي مونوكلونال  آنتي دو سيسترونيبيان 

  . شود سيستم گياهي براي اولين بار گزارش مي

  روشهامواد و 
تهيه ( Gewone groene رقم توتون گياه بذور: مواد گياهي

 تحت )ناشده از مركز تحقيقات توتون تيرتاش، مازندر
اي حاصل در  گياهان گلخانه. اي كشت شدند گلخانه شرايط

جداسازي ژن و تراريختي ژنتيكي مورد استفاده قرار 
  . گرفتند

بخش  mRNAتوالي : UTR NtHSF1 ′5جداسازي توالي 
5′ UTR  توتون  1فاكتور شوك حرارتي)NtHSF-1( كه ،

، از پايگاه )14(آن گزارش شده است  IRESفعاليت  قبلا
 EMBL )European Molecular Biologyطلاعاتي ا

Laboratory (و يك جفت آغازگر اختصاصي آمد  به دست
)UTRHSF-Fwd  وUTRHSF-Rev با استفاده ) 1، جدول

طراحي  bp 453براي تكثير يك قطعه  Oligo 7از نرم افزار 
-UTR NtHSF1 ′5سازي آسان قطعه  براي همسانه. شد

IRES ،محدود كنندهي مهاآنزيي برشي جايگاهها XhoI  و
BamHI . ي آغازگرهاي رفت و برگشت تواليهابه ترتيب در

اي دو  ژنومي از برگ گياهان گلخانه DNA. اضافه شدند
استخراج شد و در واكنش ) CTAB )8اي به روش  هفته

PCR ي واكنشها. براي تكثير قطعه مورد نظر استفاده شد
PCR  با حجم كليµl 25 10 شامل بافرX PCR ميزان  بهμl 

5/2 ،)mM 25 (MgCl2 µl 5/1، )mM 10(dNTPs  µl 1 ،
، µl 5/0هر كدام ) μM 10(آغازگرهاي رفت و برگشت 

)ng/μl 100 (DNA  ژنوميµl 1 آنزيم ،)U/µl 5/2( Pfu 

DNA Polymerase µl 1  و آب مخصوصPCR µl 1  تهيه
در دستگاه ترموسايكلر طبق برنامه  PCRواكنش  .شدند

به  درجه سانتي گراد 94سازي اوليه  واسرشت يك چرخه
درجه  94سازي  چرخه شامل واسرشت 35، دقيقه 4مدت 

درجه  60ثانيه، اتصال آغازگر  40 به مدتسانتي گراد 
درجه سانتي گراد  72بسط و  يهثان 50به مدت سانتي گراد 

درجه  72ي نهاي بسطثانيه و سپس يك چرخه  80 به مدت
محصولات و  دقيقه انجام شد 10 به مدت سانتي گراد

PCR  در  درصد 8/0پس از الكتروفورز در ژل آگارز
   .قرار گرفتند يمورد مشاهده و عكسبردار Gel Docدستگاه 

  آغازگرهاي مورد استفاده در تحقيق -1جدول 

  (bp)محصول  طول 5′-3′توالي  آغازگر
UTR-HSF-Fwd†   
UTR-HSF-Rev ‡ 

AAGTCTCGAGGGCACGAGGCTCCCA 

GAGCGGATCCCTTGTTTTTCCCCTG   
453  

LC-Fwd1   
LC-Fwd1 

GCTCGGATCCATGGATATTCAGATGACCC  
TGCCTAAGATCTGCTTGGCCTCTGGATCTTGG  

  

LC-Fwd2   
LC-Rev2 

CTGAACACCGAATGAACAAGTAC  
ACTAAGTCGCGGGCGAGACGTG  

615  

HC-Fwd 
HC-Rev  

GACATATCCATTGCCAGGAAGCG  
GCTAACGTCAACCACCACGCATG  

718  
 

† Forward; ‡ Reverse 
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 High Pureسازي با كيت پس از خالص PCRمحصول 

PCR Product Purification  )Rocheجهت )، آلمان ،
 و انطباق. شد ارسال) ، كرهBioneerشركت (يابي  توالي
 الگوريتم طريق از آمده به دستتوالي  مشابهت تعيين

BLASTn  در پايگاه اطلاعاتيNCBI گرفت و صورت 
نرم آناليز فيلوژنتيكي توسط و  تواليها چندگانهترازي  هم

پس از . گرفت انجام CLC Sequence Viewer 6 افزار
در  PCRدرستي توالي قطعه تكثير شده، محصول  تأييد

  .تهيه دستواره نوتركيب مورد استفاده قرار گرفت

به منظور ساخت : سيسترون تهيه دستواره نوتركيب دي
نده ي رمزكنژنها سيسترون حاوي مولكولي دي  دستواره
بادي  آنتي (LC)سبك  و زنجيره (HC)سنگين  ةزنجير

-pBIN19، از پلاسميدهاي trastuzumabمونوكلونال 

TrasHC  وpBIN19-TrasLC  ي بهينه شده تواليهاحاوي
 LCو  HCي ژنها )ي ترجيحي توتونكدونهابر اساس (
پس از برش با  UTR NtHSF1 ′5توالي . دشاستفاده ) 18(

 pBIN19-TrasHCدر پلاسميد  BamHIو  XhoIي آنزيمها
درج  T4 DNA ligaseطي فرآيند اتصال با استفاده از آنزيم 

 pBIN19-TrasLCاز پلاسميد  LCسپس توالي ژن . شد
) 1جدول ( LC –Rev1و  LC-Fwd1توسط آغازگرهاي 

د و پس از شتكثير  BamHIحاوي جايگاه برش آنزيمي 
ه نوتركيب سازي و برش با آنزيم مذكور در دستوار خالص

براي جلوگيري از خود اتصالي حامل، . )43( اوليه درج شد
فسفاتاز   با استفاده از آلكالين ′5برداشتن فسفات از انتهاي 

)FastAP ،Fermentas (بدين ترتيب دستواره . انجام شد
به  Hسيسترون حاوي ژن رمز كننده زنجيره  نوتركيب دي

عنوان  به Lعنوان سيسترون اول، ژن رمز كننده زنجيره 
در بين  UTR NtHSF1-IRES ′5سيسترون دوم و توالي 

ساخته شد و  trastuzumabبادي  ها براي بيان آنتي سيسترون
. شدگذاري  نام pBIN19-Tras-HSFIRESبه صورت 

به ) 39(نوتركيب با روش ذوب و انجماد   دستواره
سويه  Agrobacterium tumefaciensآگروباكتري 

LBA4404  ي نوتركيب بر اساس كلنيهاو  انتقال يافت

كشت در محيط انتخابي حاوي كانامايسين و همچنين از 
همچنين ساختار . غربال شدند Colony PCRطريق 

در نهايت . مولكولي دستواره با برش آنزيمي بررسي شد
آگروباكتري در تراريختي توتون استفاده  تأييدمورد   كلني
  .شد

براي : ينفيلتراسيونتراريختي گياه توتون با روش آگروا
تراريختي به روش آگرواينفيلتراسيون مطابق با روش 

Leuzinger  با اندكي تغيير به شرح زير ) 2013(و همكاران
 كلنيابتدا كشت شبانه از دو نوع : )32( عمل شد

، هر كدام حاوي دستواره LBA4404 اگروباكتريوم سويه
 pCAMBIA1302يا  pBIN19-Tras-IRESHSFنوتركيب 

مايع  LBمحيط  ml 30در ) mgfpاوي ژن گزارشگر ح(
و ريفامپسين ) mg/l 50(ي كانامايسين بيوتيكها حاوي آنتي

)mg/l 50 (كشت شبانه باكتري در . انجام شدrpm 4000 
رسوب هر دو نوع باكتري . شد سانتريفيوژدقيقه  5به مدت 

 K2HPO4 g/l 5/10 ،KH2PO4 g/l( القاء محيط ml 30در 
5/4 ،(NH4)2SO4 g/l 1 ،NaCitrate g/l 5/0 ،glycerol g/l 
4 ،glucose g/l 1 ،MgSO4 mM 1 ،MES mM 10 ،
5/5=pH ( اسيد  غني شده با سيناميك)Mµ 150( ،

حل شد و ) mg/l 50(و ريفامپسين ) mg/l 50(كانامايسين 
. نگهداري شد rpm 200و  درجه سانتي گراد 28در دماي 
نسيون باكتري ساعت هر دو نوع سوسپا 5پس از 
ي حاصل در بافر اينفيلتراسيون رسوبهاشده و  سانتريفيوژ

)MgSO4 mM 10 ؛MES mM 10  5/5و=pH ( حاوي
Mµ 150 4/0ظت باكتري به لاسيد حل شد و غ سيناميك 
~OD600  22ساعت در دماي  1رسانده شد و به مدت 

. نگهداري شد rpm 200و  درجه سانتي گراد
تهيه شده به طور جداگانه يا باكتري   هاي سوسپانسيون

 6تركيبي توسط سرنگ بدون سوزن به برگ گياهان 
با  برگها همچنين تعدادي از. اي توتون تزريق شدند هفته

تلقيح ) شاهد منفي(بافر اينفيلتراسيون عاري از باكتري 
 24±2به اتاقك رشد با دماي  تلقيح شده  گياهان. شدند

 ز پس از اينفيلتراسيون،رو 7. منتقل شدند درجه سانتي گراد
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قبل از . براي آناليزهاي بعدي برداشت شدند برگها
ي تلقيح شده برگها آناليزهاي مولكولي اساسي، تعدادي از

-pCAMBIA1302 + pBIN19با تركيبي از پلاسميدهاي 

TrasHLC-IRESHSF  براي رديابي بيان پروتئينGFP  و
بدين  كارآمدي روش آگرواينفيلتراسيون استفاده شدند،

در  برگها بر UVمنظور علاوه بر تابش مستقيم نور 
ميكروسكوپ كونفوكال نيز ارزيابي  به وسيلهتاريكخانه، 

برداري از تشعشعات از طريق عبور از يك  شدند و عكس
  .انجام شد nm 530 -500فيلتر 

منظور  بدين): Dot blotting(اي  گذاري نقطه آناليز لكه
DNA شده به روش ي تلقيح برگها ژنومي ازCTAB 

ژنومي و همچنين  µg 10 DNAدر حدود . استخراج شد
از پلاسميد ) pg 1000 ,500 ,100 ,10(ي مختلفي غلظتها

سازي بر  نوتركيب به عنوان شاهد مثبت پس از واسرشت
) ، آلمانRoche(روي غشاي نايلوني باردار مثبت 

كاوشگر اختصاصي نشاندار با استفاده از . گذاري شدند لكه
بر اساس  تراژنهااز ناحيه رمز كننده  DIGسيستم 

 PCR DIG probe synthesis kitدستورالعمل كيت
)Roche (گذاري شده با  سازي غشاي لكه دورگه. تهيه شد

طبق  سيگنالهاكاوشگر، مراحل شستشو و تشخيص 
 DIG DNA Labaling and Detectionدستورالعمل كيت 

kit )Rocheصورت گرفت) ، آلمان.  

 Semi-quantitative reverse(كمي  نيمه RT-PCRاليز آن

transcription- PCR :( در  تراژنهابيان  تأييدبه منظور
كمي استفاده    نيمه RT-PCRگياهان اينفيلتر شده از آناليز 

هاي برگي اينفيلتر  كل از نمونه RNAبراي استخراج . شد
 و گياه مادري غيرتراريخته توتون تراژنهاشده حاوي 

 RNeasy Plantبر اساس دستورالعمل كيت ) شاهد منفي(

Mini Kit (QIAGEN) آناليز . عمل شدRT-PCR  بر اساس
 Titan One Tube RT-PCR (Roche)دستورالعمل كيت 

و  LC-Fwd2, -Rev( تراژنهاتوسط آغازگرهاي اختصاصي 
HC-Fwd2, -Rev به صورت ) 1، جدولMultiplex  در

. با سه تكرار انجام شد) CRD( تصادفي كاملاًقالب طرح 
به عنوان كنترل  18S rRNAدر اين آناليز از رونوشت ژن 

و از تكنولوژي  تراژنهاداخلي براي كمي نمودن نسبي بيان 
Competimer™ 18S rRNA )Ambionبراي ) ، آمريكا

 تراژنهاكنترل تكثير رونوشت آن در رقابت با رونوشت 
 3:8سازي، از نسبت  هينهبدين منظور پس از ب. استفاده شد

primers:competimers  در واكنشRT-PCR استفاده شد .
مورد بررسي  درصد 1در ژل آگارز  RT-PCRمحصولات 
، شدت تراژنهابراي سنجش نيمه كمي بيان . قرار گرفتند

سازي نسبت به كنترل  نوارهاي تكثير شده پس از نرمال
هاي كمي چگالي  به داده ImageJ 1.47افزار   داخلي در نرم
تبديل شدند و مقايسه ) Adjusted density(تصحيح شده 
 دار حداقل تفاوت معنيها توسط آزمون  ميانگين داده

(LSD)  01/0(در سطح احتمال ˂ P (انجام شد.  

آناليز ): Western blotting(گذاري وسترن  آناليز لكه
و  LCي پروتئينهاگذاري وسترن به منظور رديابي بيان  لكه
HC بادي  آنتيtrastuzumab  در پروتئين كل برگ گياهان

روز پس از  7. صورت گرفت توتون آگرواينفيلتر شده
اينفيلتر  يبرگها از كل  پروتئين ،استخراجينفيلتراسيون، ا

 بهو برگ گياهان غيرتراريخته به عنوان شاهد منفي شده 
غلظت و ) 26( شدانجام  )2009(و همكاران  Jafariروش 
تعيين  )10(ين كل استخراج شده به روش برادفورد پروتئ
ميكروگرم از نمونه پروتئين گياهان  50در حدود . شد

-SDSسازي در ژل  تراريخته و شاهد، پس از واسرشت

PAGE )Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel (
 احياء در شرايطالكتروفورز بارگذاري شد و  درصد 10

-non(نشده  احياء و شرايط) reducing conditions(شده 

reducing conditions ( با دستگاهProtein II )Bio-Rad (
 غشاء روي بر ژل از پروتئينهاانتقال  .انجام شد

-Semi دستگاه وسيلهه ب) ، آمريكاBio-Rad( نيتروسلولزي

dry transblot (Bio-Rad) انجام شد و  20 ولتاژ با
 روش بر اساس ي هدفپروتئينها ايمونولوژيكي تشخيص

Jafari  و با استفاده از ) 26( )2009(و همكاران
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-goat Anti-human IgG-Gamma (γ)ي باديها آنتي

specific AP-conjugated antibody وgoat Anti-human 

IgG-Kappa (κ)-chain specific AP-conjugated 

antibody )Sigmaبراي . گرفت صورت) ، آمريكا
تجمع پروتئين نوتركيب، آناليز  گيري ميزان نسبي اندازه

انجام شد  ImageJ 1.47افزار   نرم به وسيلهغشاي وسترن 
سازي نسبت به نمونه  و شدت نوارها پس از نرمال 

 Relative(هاي كمي چگالي نسبي  استاندارد به داده

density ( تبديل شدند و تجمع پروتئين نوتركيب به
 Total soluble( صورت درصدي از پروتئين محلول كل

protein, TSP(  شدبيان.  

  نتايج
نتايج  :UTR NtHSF1 ′5آناليز بيوانفورماتيكي توالي 

يتم با استفاده از الگور UTR NtHSF1 ′5ي توالهمرديفي 
BLASTn  نشان داد كه توالي جداسازي شده از توتون رقم

Gewone groene  توالي باHSF1  ثبت شده براي توتون
، 1شكل (است  درصد 100 انطباق داراي NCBIزراعي در 

A .( همچنين اين توالي با فاكتورهايHSF24  شناسايي
و  N. tomentosiformisو  N. sylvestrisي توتونهاشده در 

زميني شباهت بسيار  در سيب HSF24همچنين توالي شبه 
نيز  تواليهاآناليز همرديفي چندگانه اين . بالايي نشان داد

و آناليز فيلوژنتيكي نشان ) B، 1 شكل(اين مطلب بود  مؤيد
و نتايج همرديفي چندگانه  BLASTداد كه نتايج حاصل از 

ترين توالي به توالي جداسازي  بر هم منطق هستند و نزديك
، 1شكل (توتون معمولي است  HSF1شده در اين مطالعه 

C ( 5، لذا درستي توالي′ UTR NtHSF1-IRES شد تأييد .  

و برش  PCRب توسط آناليز نوتركي  دستواره تأييد
با استفاده از  PCRتوسط آزمون  تراژنهاحضور : يميآنز

آناليز ). A، 2شكل (شد  تأييدآغازگرهاي اختصاصي 
Duplex PCR  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي براي

 bpو  HCبراي ژن  bp 718قطعه  همزمانتكثير  تراژنها
اندازه مورد انتظار را نشان داد كه برابر با  LCبراي ژن  615

مخلوط پلاسميدهاي (قطعات تكثير شده در شاهد مثبت 
pBIN19-NTopTras-HC  وpBIN19-NTopTras-LC 

) +C، چاهك نوتركيب  مورد استفاده در ساخت دستواره
گونه تكثيري  هيچ pBIN19در پلاسميد غير نوتركيب . بود

مشاهده نشد كه نشان دهنده عدم وجود قطعات متناظر در 
عدم تكثير در واكنش بدون . )¯C1چاهك ( باشد ن ميآ

DNA  الگو نيز نشان دهنده صحت واكنشPCR  و عدم
براي اطمينان . )¯C2چاهك (بود وجود هرگونه آلودگي 

بيشتر از صحت دستواره ساخته شده، ساختار مولكولي 
محدود ي آنزيمهاساخته شده توسط آناليز برش با   دستواره
در اثر برش دوگانه با ). B، 2ل شك(شد  تأييدكننده 
در پلاسميد نوتركيب اوليه  HindIIIو  BamHIي آنزيمها

نواري با اندازه بزرگتر نسبت به نوار ايجاد شده در 
مشاهده شد كه نشانگر درج  pBIN19-TrasHCپلاسميد 

و  1 هايچاهك(در آن بود  UTR NtHSF1-IRES ′5توالي 
ه به صورت دستواره ساخته شده در اين مرحل). 2

pBIN19-TrasHC-IRESHSF پلاسميدهاي . گذاري شد نام
در برش  pBIN19-TrasHC-IRESHSFنوتركيب نهايي و 

به صورت خطي در آمدند، ولي  HindIIIتوسط آنزيم 
اندازه بزرگتر پلاسميد نوتركيب خطي شده نشان دهنده 

 3 كهايچاه(در آن بود ) LCژن (وارد شدن قطعه الحاقي 
باعث خطي شدن پلاسميد  BamHIبا آنزيم برش ). 4و 

pBIN19-TrasHC-HSFIRES در صورتي )5چاهك ( شد ،
در پلاسميد نوتركيب نهايي به دليل وجود جايگاه ديگر  كه

براي اين آنزيم بر روي قطعه الحاقي، يك قطعه ديگر با 
 تأييدبراي . )6چاهك ( حاصل شد bp 850طول حدود 

لاسميد نوتركيب با جهت صحيح درج قطعه الحاقي، پ
اي با  برش يافت، كه ايجاد قطعه XhoIاستفاده از آنزيم 

اندازه مورد انتظار نشان دهنده درج قطعه الحاقي با جهت 
بدين ترتيب ساختار دستواره . )7چاهك ( صحيح بود
pBIN19-TrasHLC-IRESHSFنوتركيب 

ي ژنها حاوي 
جدا  trastuzumabبادي  آنتي Hو  L هايرمزكننده زنجيره

 تأييد توتون 1حرارتي  فاكتور شوك  IRESشده با توالي 
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  ).3شكل (شد 

  
 توالي همرديفي: Gewone groene .Aرقم  )Nicotiana tabacum( شده از توتون يجداساز UTR NtHSF1 ′5 يتوال يوانفورماتيكب يزآنال -1 شكل

 CLC Sequenceاستفاده از نرم افزار با تواليها چندگانه همرديفي ترتيب هب: Bو  NCBI، Cدر  BLASTn يتمآمده با استفاده از الگور به دست

Viewer يتماساس الگور بر يلوژنيو درخت ف UPGMA چندگانه همرديفي هاي دادهاز  حاصل.  
بر اساس نتايج حاصل از اين : اي گذاري نقطه آناليز لكه

برگ اينفيلتر شده با بافر  DNA، در نمونه )4شكل (آناليز 
نفيلتراسيون، به عنوان شاهد منفي اول، سيگنالي مشاهده اي

نشد كه نشان دهنده عدم وجود توالي هومولوگ با كاوشگر 
. در ژنوم اين گياهان است) LCو  HC( تراژنهااختصاصي 

نيز به عنوان شاهد منفي ) آب( DNAهاي بدون  در نمونه
 گونه سيگنالي مشاهده نشد، كه بيانگر عدم آلودگي دوم هيچ
 مربوط به DNAهاي  در نمونه. هيبريداسيون بود سيستم 
ي اينفيلتر شده با آگروباكتري حاوي پلاسميد برگها

، مشابه با نمونه pBIN19-TrasHLC-IRESHSFنوتركيب 
DNA  مشاهد   سيگنال) به عنوان شاهد مثبت(اين پلاسميد
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  .ي برگي اينفيلتر شده بودسلولهادر ژنوم  تراژنهانتايج اين آناليز نشان دهنده درج حداقل يك نسخه از . شد

  
بادي  آنتي Hو  Lهاي ي رمزكننده زنجيرهژنها حاوي  pBIN19-TrasHLC-IRESHSFنوتركيب   ساختار مولكولي دستواره تأييد -2شكل 

trastuzumab  5و′ UTR NtHSF1-IRES .A ( آناليزDuplex PCR  نوتركيب  دستوارهبرايpBIN19-TrasHLC-IRESHSF ،M : نشانگر وزن
با استفاده از آنزيمهاي   pBIN19-TrasHLC-IRESHSFنوتركيب دستوارهآناليز برش آنزيمي براي  kb DNA Ladder )Fermentas( .(B 1مولكولي 

BamHI ،HindIII  ،XhoI . ياBamHI+HindIII..  

 
-Nosچپ، توالي مرزي  LB:توالي مرزي راست، : pBIN19-TrasHLC-IRESHSF ،RBپلاسميد نوتركيب  T-DNAنقشه فيزيكي بخش  -3شكل 

P: انداز ژن  راهnos ،:nptII  ژنneomycin phosphotransferase،:Nos-Tتوالي پاياني ژن ،nos  ،35S2xe :تقويت  انداز ويروس موزائيك كلم راه
رمز ژن : HCندوپلاسمي ژن كينيتاز بازي آرابيدوپيس، توالي نشانه شبكه آ: SPژن چالكون سينتاز، ) UTR-ʹ5( ʹ5ناحيه غيرترجمه شونده : CHSشده، 

  .توالي پاياني: L ،35Sزنجيره رمز كننده ژن : H، IRES ،5′ UTR NtHSF1-IRES ، LCزنجيره كننده 

  
به : A4تا  trastuzumab .A1بادي  رمز كننده آنتي LCو  HCي ژنها اختصاصي.DIGاي با كاوشگر نشاندار شده با  گذاري نقطه آناليز لكه -4شكل 
و  A5 :ddH2O ،B1به عنوان شاهد مثبت،  pBIN19-TrasHLC-IRESHSFپيكوگرم از پلاسميد نوتركيب  10، 100، 500، 1000ي غلظتهاترتيب 

B2 :هاي برگي اينفيلتر شده با آگروباكتري حاوي پلاسميد نوتركيب  نمونهpBIN19-TrasHLC-IRESHSF ،B3 :و تيپ برگي اينفيلتر شده با د  نمونه
برگي اينفيلتر شده با بافر   نمونه: pCAMBIA1302 ،B4و  pBIN19-TrasHLC-IRESHSFسلول آگروباكتري حاوي پلاسميد نوتركيب 

  .B5 :ddH2Oاينفيلتراسيون، 
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ي برگها در gfpبيان موقت ژن  :در بافت برگ تراژنها بيان
توتون اينفيلتره شده با تركيبي از پلاسميدهاي 

pCAMBIA1302 + pBIN19-TrasHLC-IRESHSF ) شكل
رفته  به كار ي بر كارآمدي روش اگرواينفيلتراسيونتأييد) 5

-RTتوسط آناليز  LCو  HCي ژنها بيان. در اين تحقيق بود

PCR  يدر اين آناليز از ). 6شكل (شد  تأييدنيمه كم
براي تكثير  Competimer™ 18S rRNAتكنولوژي 

و مقايسه ميزان بيان رونوشت آن به عنوان كنترل داخلي 
شكل (بر اساس نتايج حاصل از آناليز . استفاده شد تراژنها

6 ،A(هاي بافت برگي حاصل از اينفيلتراسيون  ، براي نمونه
، به bp 615و  bp 718(هاي مورد انتظار  نوارهايي با اندازه

و هم اندازه با نوارهاي ) LCو  HCي ژنها ترتيب براي
-pBIN19پلاسميد نوتركيب  تكثير شده در واكنش حاوي

TrasHLC-IRESHSF  به عنوان شاهد مثبت تكثير شد كه
. تام بود RNAي هدف در ژنها حاكي از حضور رونوشت

براي نمونه بافت برگ گياه مادري بدون اينفيلتراسيون 
 18Sفقط نوار مربوط به رونوشت ژن ) شاهد منفي اول(

rRNA وشتمشاهده شد كه نشان دهنده عدم وجود رون 
ي هدف در گياه غير تراريخته، و به عبارت ديگر عدم ژنها

در ژنوم گياه مادري غير تراريخته  LCو  HCي ژنها وجود
  . است

  
-mgfp(+ pBIN19حاوي ژن ( pCAMBIA1302ي توتون اگرواينفيلتره شده با تركيبي از پلاسميدهاي برگها در GFPبيان پروتئين  -5شكل 

TrasHLC-IRESNHSF .A :عشع نور سبز در اثر تابش نور تشUV تركيبي از پلاسميدها،  در برگ آگرو اينفيلتر شده باC  وB : تصوير ميكروسكوپي از
  .عدم انعكاس نور سبز در برگ تلقيح شده با بافر اينفيلتراسيون بدون پلاسميد: Dداراي تشعشع نور سبز،  mgfpي برگي تراريخته با ژن سلولها

  
) Aاينفيلتراسيون، آگرودر گياهان توتون پس از  trastuzumabبادي  ي رمز كننده آنتيژنها براي Semi-quantitative RT-PCRآناليز ) A -6شكل 

ي برگها :HC-NtHS-LC-1, -2, -3، )شاهد مثبت( pBIN19-TrasHLC-IRESHSFپلاسميد نوتركيب : +HC ..Pو  LCي ژنها الكترفورگرام بيان
 C1، )شاهد منفي اول( برگ اينفيلتر شده با بافر اينفيلتراسيون:  pBIN19-TrasHLC-IRESHSF،In. B.-PLحاوي پلاسميد  اينفيلتر شده با آگروباكتري

 RT-PCRواكنش :  ̄ C2، )شاهد منفي دوم(  RNaseو تيمار شده باي اينفيلتر شده برگها الگو به صورت بالك از RNAداراي  RT-PCRواكنش :  ̄
مقادير داراي حروف غير مشترك بر . ImageJ 1.47افزار  بر اساس نرم  تراژنها) نسبي(نمودار بيان كمي شده ) B .)في سومشاهد من(الگو  RNAبدون 

  .هستند) P ˂ 01/0(دار  از نظر آماري معني LSDاساس آزمون 
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داراي   RT-PCRشاكنگونه نواري در و عدم مشاهده هيچ
RNA  ينفيلتر هاي برگي ا نمونهالگو به صورت بالك از
بيانگر عدم ) شاهد منفي دوم(  RNaseو تيمار شده باشده 

 .بود DNAهاي مورد استفاده در آناليز با  آلودگي نمونه
نواري ) شاهد منفي سوم( RNAهمچنين در واكنش بدون 

مشاهده نشد كه نشان دهنده عدم هر گونه آلودگي مخلوط 
 .غير هدف بود DNAيا  RNAبه  RT-PCRمادر و آناليز 

تام از  RNAبا توجه به استفاده از مقدار تقريباً يكسان 
 18Sگياهان مورد بررسي و ميزان بيان تقريباً ثابت از ژن 

rRNA  در آناليزRT-PCR طور نسبي ميزان بيان ژن  ، به
-HC  بر اين اساس، نمونه. هدف در اين گياهان كمي شد

NtHS-LC-1  بيشترين ميزان بيان ژنهايHC  وLC ان را نش
  ).B، 6شكل (داد  

تجمع  :به فرم تترامر trastuzumabبادي  تجمع آنتي

پس روز  7در بافت برگي توتون  trastuzumabبادي  آنتي
گذاري تحت شرايط  از اينفيلتراسيون توسط آناليز لكه

SDS-PAGE در . تشخيص داده شد احياء شده و غير احياء
، حضور نوار پررنگ با اندازه بزرگ نشان احياء شرايط غير

مطابق  trastuzumabبادي  آنتي (H2L2)دهندة الگوي تترامر 
) شاهد مثبت(انساني  IgG1با نوار مشاهده شده در 

بادي تجمع يافته  ترين فرم آنتي باشد كه اين فرم غالب مي
باندهاي ديگر مشاهده شده در آناليز . )A، 7شكل ( بود

هتروتريمر، ديمر و (ي ديگر آن فرمها وط بهايمونوبلات مرب
با . اند است كه در كمترين ميزان تشكيل شده) مونومر

افزار  نرم  به وسيلهغشاء  مقايسه شدت نوارها و آناليز
ImageJ بادي  مشخص شد كه ميزان تجمع فرم تترامر آنتي
درصد  44/0هاي برگي مختلف متفاوت و بيش از  در نمونه

  ).B، 7شكل (ل است پروتئين محلول ك
  

  

  
-pBIN19-TrasHLCروز پس از اينفيلتراسيون با آگروباكتري حاوي پلاسميد  7هاي برگي توتون  گذاري وسترن براي نمونه آناليز لكه) A -7شكل 

IRESHSF احياء تحت شرايط غير .M : نشانگر پروتئينيKaleidoscope prestained standard (BioRad) ،In. B.-PL : اينفيلتره شده با بافر برگ
ي اينفيلتره شده با آگروباكتري حاوي دستواره پلاسميد نوتركيب، برگها :HC-NtHS-LC-1, -2, -3. انساني S :IgG1، )شاهد منفي( اينفيلتراسيون

رهاي حاصل از الگوي تترامر پلات پروفيل نوا) B. دهد به عنوان فرم غالب توليد شده را نشان مي trastuzumab (H2L2)علامت پيكان فرم تترامر 
trastuzumab .افزار   پيك حاصل از هر نوار توسط نرمImageJ  ي شد و به صورت چگالي نسبيكم)Relative density ( بر اساس نمونه 

  .استاندارد بيان شد
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بلات تحت شرايط احياء شده نوارهاي   در آناليز وسترن
ط به زنجيره به ترتيب مربو kDa 25و  kDa 50مورد انتظار 

H  و زنجيرهL  مطابق با نوارهاي حاصل ازHerceptin 
كه در بافت برگ گياه  مشاهده شد، در حالي) شاهد مثبت(

چنين نوارهايي ) شاهد منفي(مادري بدون اينفيلتراسيون 
همچنين مقايسه شدت ). A، 8شكل (تشخيص داده نشد 

نوارها در شرايط احياء شده نشان داد كه ميزان بيان 

درصد  1هاي مختلف تقريباً  در نمونه Lو  H  هايزنجيره
گذاري  آناليز لكه). B، 8شكل (پروتئين محلول كل است 

به طور  trastuzumabبادي  وسترن نشان داد كه آنتي
آميزي در بافت برگي گياه توتون پس از  موفقيت

آگرواينفيلتراسيون با يك وكتور دو سيستروني مبنتي بر يك 
IRES شود بيان مي گياهي.  

 

 
و  Lهاي  ي رمزكننده زنجيرهژنها روز پس از اينفيلتراسيون با آگروباكتري حاوي 7هاي برگي توتون  گذاري وسترن براي نمونه آناليز لكه) A -8شكل 

H بادي آنتيtrastuzumab شده احياء تحت شرايط .M : نشانگر پروتئينيKaleidoscope prestained standard (BioRad) ،S : نمونه استاندارد
)Herceptin( ،HC-NtHS-LC-1, -2, -3: ي اينفيلتر شده با آگروباكتري حاوي دستواره پلاسميد نوتركيب، برگهاIn. B.-PL : برگ اينفيلتر شده با بافر

 Lهاي  ، به ترتيب زنجيرهkDa 25و  kDa 50نوارهاي ). شاهد منفي دوم(نمونه برگ گياه غيرتراريخته : Native plant، )اول شاهد منفي( اينفيلتراسيون
كمي شد و  ImageJافزار  پيك حاصل از هر نوار توسط نرم . trastuzumabپلات پروفيل نوارهاي حاصل از الگوي تترامر )  B.دهند را نشان مي Hو 

  .بر اساس نمونه استاندارد بيان شد) Relative density(به صورت چگالي نسبي 
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  بحث
چندين ژن به  همزمانمختلفي براي انتقال ي استراتژيها

با اين حال، استفاده از . هاي گياهي توسعه يافته است گونه
 همزماني سنتي براي انتقال چندين ژن به طور روشها

توان به الگوي  باشد از جمله مي داراي معايب متعددي مي
، صرف زمان بيشتر مورد نياز براي T-DNAنامطلوب درج 

مجدد و يا تلاقي بين گياهان تراريخته ترانسفورماسيون 
يي از منابع تراژنهاتر اينكه  اشاره نمود و مهم) 14و  13(

 ژنوم گياه متفاوتي ازي مكانهابه طور معمول در مختلف 
شوند كه ممكن است منجر به الگوهاي بيان  درج مي

با ). 30(در نسل بعدي شود  تراژنهامتفاوت و تفكيك 
ژنها براي بيان همزمان توان ميينكر استفاده از تواليهاي ل

به  حاصل پپتيدهايپلي اين حالبا  ،)7( استفاده كرد
به باقي خواهند ماند و براي گردايش آنها صورت پيوسته 

مناسب نخواهد  باديهامركب مانند آنتيصورت پروتئينهاي 
 ،بيش از يك ژن همزمانبيان مهم ي روشهايكي از  .بود

از مزاياي اصلي استفاده از . است IRES هاياستفاده از توالي
توليد  ،چندين ژن همزمانبراي بيان  IRES يتواليها

ي متعدد با نسبت مولي كنترل شده و انتقال تنها پروتئينها
از ). 12(باشد  ي گياهي ميسلولهايك كاست بياني به 

در نهايت  دو سيسترونيي ناقلهابا استفاده از  آنجايي كه
 نوم گياه درج خواهد شد، تمامدر ژ DNAيك مولكول 

ي همسانه شده در آن با هم قابل توارث به نتاج ژنها
زنجيره  دو همزمانبا توجه به اهميتي كه بيان . خواهند بود

براي تاخوردگي صحيح و تجمع  Hو  L پپتيديپلي
 همزماندارد، در اين مطالعه امكان بيان   بادي مولكول آنتي

دو است بيان كننده به صورت يك ك LCو  HCي ژنها
فاكتور شوك حرارتي  IRESبا استفاده از توالي  سيستروني

آناليز ايمونوبلات . بررسي شد) NtHSF1-IRES( توتون 1
و تجمع  Hو  L  هايزنجيره همزمانعصاره خام بيان 

ي برگي اينفيلتر بافتهادر ) H2L2(بادي به شكل تترامر  آنتي
 trastuzumabكرد بيان در اين تحقيق عمل. شده را نشان داد

حاوي توالي  دو سيسترونيبا استفاده از دستواره بياني 
NtHS-IRES  درصد 44/0در سيستم بيان موقت معادل با 

پروتئين محلول كل به دست آمد كه در مقايسه با سطح 
در ) پروتئين محلول كل درصد trastuzumab )1/0بيان 

هاي بياني مبتني  با استفاده از دستواره) 20(تحقيق ديگر ما 
. قابل توجه است IRESبر ناقل دوتايي بدون توالي 

Dorokhov  گزارش كردند كه ) 2002(و همكارانmRNA 
پروتئين شوك حرارتي  1فاكتور  UTR ′5نوكلئوتيدي  453

N. tabacum )NtHSF-1 ( دو سيسترونيدر دستواره 
 GUSو  GFPي پروتئينها همزمانآزمايش شده براي بيان 

. )16( كند عمل مي IRESروتوپلاست توتون به عنوان در پ
نيز نشان دهنده ) 2005(و همكاران  Dinkovaنتايج مطالعه 

 HSP101پروتئين شوك حرارتي  UTR ′5توالي  كارآيي
سلول گياهي، با توجه به ترجمه  mRNAذرت، يك 

مستقل از كلاهك در طي تنش حرارتي به عنوان يك عنصر 
IRES اي ديگر،  طالعهدر م. )15( بودVanderhaeghen  و

ي ژنها دو سيسترونيبا استفاده از بيان ) 2006(همكاران 
و كلرامفنيكل استيل ترانسفراز ) lus(گزارشگر لوسيفراز 

)cat ( در يك سيستمin vitro عصاره جوانه گندم نشان 
) S18 )RPS18پروتئين ريبوزومي  UTR ′5دادند كه 

بوده و به صورت يك واسطه ترجمه مستقل از كلاهك 
و همكاران  Mardanova. )52( كند عمل مي IRESتوالي 

 حاوي دو سيسترونينيز با استفاده از دستواره ) 2008(
در شرايط  N. benthamianaي سلولهاي گزارشگر در ژنها

in vivo  و در سيستم ترجمهRRL )Rabbit Reticulocyte 

Lysate ( در شرايطin vitro والي پيشرو نشان دادند كه ت
mRNA  ژنadh1  حاوي تواليIRES 39( است( .  

اي  به طور گسترده IRESسيستروني مبتني بر  ي پليناقلها
ي سلولهادر  همزمانبراي بيان چندين ژن به طور 
). 33و  32، 27، 22(اند  پستانداري مورد مطالعه قرار گرفته

از وكتور آدنوويروس ) 1382(حجازي و همكاران 
و  IL-2 همزمانبراي بيان  IL-2/IRES/B7.1نوتركيب 

B7.1  لوكميك يسلولهادر C1498 موش استفاده كردند 
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نتايج اين مطالعه نشان داد كه وكتور آدنوويروس . )3(
در  B7.1و  IL-2 همزماني بيان القاء نوتركيب توانايي

در ) b2007(و همكاران  Li. ي آلوده شده را داردسلولها
دو ني مختلفي را براي بيان مونو و ي بياكاستهامطالعه خود 
بادي نوتركيب در سيستم پستانداري  آنتي سيستروني

نشان داد كه سطح  آنها نتايج مطالعه. )34( طراحي كردند
به  دو سيسترونيبادي با استفاده از دستواره بياني  بيان آنتي
در مقايسه با بيان مونوسيستروني  EMCV-IRESواسطه 

بادي پايداري طولاني مدت در  مشابه است و اين آنتي
و همكاران  Ho. دهد نشان مي CHOي سلولي لاينها

ي رمز كننده ژنها سيستروني حاوي ي تريناقلهااز ) 2012(
بادي و ژن نشانگر انتخابي  هاي سبك و سنگين آنتي زنجيره

جدا شده با توالي  )II )nptII نئومايسين فسفوترانسفراز
EMCV-IRES ي ناقلهاچنين در يك رونوشت و هم

 ژنها  انداز براي هر يك از اين مونوسيستروني حاوي يك راه
 CHOي سلولي لاينهابادي مونوكلونال در  براي بيان آنتي
نشان داد كه استفاده  آنها نتايج مطالعه. )24( استفاده كردند

ي كلونهاسيستروني منجر به كاهش تعداد  ي تريناقلهااز 
ي ژنها ه و كنترل نسبت بيانغير بيان كننده، افزايش بازد

HC  وLC شود مي .Ho  ي ناقلها) 2013(و همكاران
هاي سبك  ي رمز كننده زنجيرهژنها سيسترونك حاوي تري

هيدروفولات  بادي مونوكلونال و ژن دي و سنگين آنتي
و  IRESي تواليهارا براي مقايسه اثر ) DHFR(ردوكتاز 
furin-2A (F2A) بادي  بر سطح بيان و كيفيت آنتي

. )25( طراحي كردند CHO DG44ي سلولهامونوكلونال در 
سيستروني  ي تريناقلهانشان داد كه  آنها نتايج مطالعه

بادي با اندازه  منجر به تجمع آنتي IRESحاوي توالي 

 همزمانبيان ) 2013(شجاعي و همكاران . دنشو صحيح مي
از  را با استفاده trastuzumab باديآنتيH و  Lهاي  زنجيره

از ژنوم ويروس پوليو  IRESويروسي با توالي  ناقل لنتي
)Polio-IRES (در سيستم بيان پستانداري گزارش نمودند 
 دو سيسترونيبا اين حال، گزارشي در مورد بيان . )4(

ي تواليهااي با استفاده از  ي نوتركيب چند زنجيرهپروتئينها
IRES  بيان كارآمد. ي گياهي وجود نداردسيستمهادر 
در اين تحقيق نشان دهندة توانايي  trastuzumabبادي  آنتي

 براي بيان همزمان UTR NtHSF1-IRES ′5بالاي توالي 
دو از حامل . ي گياهي استسيستمهاي هترولوگ در ژنها

توان در توليد پايدار  تهيه شده در اين تحقيق مي سيستروني
ند بادي با ارزش در يك ميزبان گياهي مناسب مان اين آنتي

نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه بيان . توتون استفاده نمود
تواند به عنوان  مي IRESي تواليها به واسطهسيستروني  پلي

يك راهكار نوين در كشاورزي مولكولي براي توليد 
مورد استفاده  باديها آنتياي مانند  ي چند زنجيرهپروتئينها
  .قرار گيرد

  تشكر و قدرداني

معنوي دانشگاه اروميه صميمانه  از حمايتهاي مادي و
فناوري دانشگاه  از پژوهشكده زيست. شود سپاسگزاي مي

اروميه به خاطر در اختيار گذاشتن امكانات آزمايشگاهي 
همچنين . شود لازم جهت انجام تحقيق تشكر و قدرداني مي

مركز تحقيقات (از جناب آقاي مهندس محمدرضا صلواتي 
خاطر فراهم آوردن بذر مورد به ) توتون تيرتاش، مازندران
  .دشو مينياز تحقيق سپاسگزاري 

  منابع
 بيوراكتورهاي عنوان به ، گياهان1391، .، نوروزي، پ.جعفري، م .1

مجله ايمني زيستي، دوره . واكسن هاي ژن آنتي توليد براي سبز
  .67-90 ،چهارم، شماره سوم

، و .، معصومي اصل، ا.الديني، م ، محب.جلالي جواران، م .2
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Bicistronic expression of the genes encoding the trastuzumab 
monoclonal antibody in tobacco using an internal ribosome entry 

site sequence 
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Abstract 

Monoclonal antibodies are heterotetramers consisting of four peptide chains—two 
identical light (L) chains and two identical heavy (H) chains and simultaneous 
equimolar expression of the corresponding genes is required to stable produce and 
assembly into a functional antibody. In order to co-express of multiple genes, different 
systems have been developed such as internal ribosome entry site (IRES) based vectors. 
IRES sequences are genetic elements that can drive cap-independent translation 
initiation of cistrons located downstream of the element. In this study, we constructed a 
bicsitronic vector for co-expression of genes encoding the H and L chains of the anti-
breast cancer antibody trastuzumab (Herceptin®) using an IRES sequence derived from 
the Nicotiana tabacum heat-shock factor 1 (NtHSF1). The effectiveness of construction 
was evaluated in N. tabacum using agroinfiltration method. Bisictronic expression of 
transgenes at the RNA transcription level was detected by semi-quantitative RT-PCR 
analysis. Western blot analyses revealed the efficient accumulation of tetrameric form 
of trastuzumab in tobacco leaf tissues and antibody content were ca. 0.44% of total 
soluble protein within 7 days after infiltration. The results of this study demonstrate the 
efficacy of a plant derived IRES element for bicistronic expression of heteromultimeric 
proteins. 

Key words: monoclonal antibody trastuzumab, bicistronic expression, tobacco heat-
shock factor-1, internal ribosomal entry site (IRES) 

 


