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دار   با استفاده از نشاندر انتهاي كربوكسي پروتئينها HDEL نشانه تواليمطالعه نقش 
  سلولهاي تراريخت و وحشي توتونيمنوسيتوشيميائيكردن ا

  علي موافقي
  اهييعي، گروه علوم گي، دانشكده علوم طبيزدانشگاه تبر

  04/04/85: تاريخ پذيرش   19/10/84: تاريخ دريافت

  چكيده 

زمينه اين آغاز تحقيقات در مورد نحوه خروج پروتئينها از شبكه آندوپلاسمي هنوز بطور كامل در   از دو دهه ازبا گذشت بيش
خروج مولكولها از شبكه آندوپلاسمي را بصورت غير انتخابي در نظر " اي انتقال توده"مدل . اتفاق نظر حاصل نشده است

بهر . كند  پيشنهاد ميERولها و در نتيجه تغليظ آنها را در زمان خروج از  گزينش مولك"انتقال فعال" مدل حاليكهدر . گيرد مي
از مشكلات .  از دستگاه گلژي مورد پذيرش استER در بازگشت دادن پروتئينهاي مقيم HDELحال نقش تتراپپتيد نشانه 

ديگر تجزيه سريع بسياري از آنها در هائي كه داراي اين توالي نشانه هستند، خروج كم و از طرف زمينه پروتئيندر موجود تحقيقي 
 -براي غلبه بر اين مشكل، دو گروه از گياهان تراريخت توتون مورد استفاده قرار گرفت كه سلولهاي آنها آلفا. است ERخارج از 

جمادي هاي ان نشان دار كردن ايمني شناختي برش.ندنك  آميلاز را بعنوان پروتئين ترشحي توليد مي- آلفا-HDELآميلاز و يا 
 آميلاز وجود اين آنزيم را در شبكه آندوپلاسمي، دستگاه گلژي و - سلولهاي ريشه اين گياهان با آنتي بادي تهيه شده بر عليه آلفا

راريخت نشان داد كه اتصال هاي مربوط به سلولهاي تمقايسه الكتروميكروگراف. شخص كردديواره سلولي هر دو گروه از آنها م
 بازگشت آن به  باعث تمركز اين آنزيم در قطب نزديك يا سيس دستگاه گلژي و احتمالاHDELًز به توالي  آميلا-هاي آلفامولكول
باع هاي سلولي دليلي بر اش هاي گلژي و همچنين ديواره تعدادي از نشانها در ساير ساكولبا اين حال، وجود. گردد  ميERسمت 

 سلولهاي تراريخت بعبارت ديگر، در.  از بخش نزديك يا سيس بودHDELهاي داراي تتراپپتيد احتمالي ماشين بازگشت مولكول
نشان دار .  گرددERتواند بطور كامل باعث حفظ اين مولكولها در   نميHDEL آميلاز بواسطه اتصال به -هاي آلفابازداري مولكول

نقش كم مكانيسم بازگشت بودن كمرنگ باديهاي كالرتيكولين و بيپ  كردن سلولهاي ريشه گياهان وحشي با استفاده از آنتي
  .ييد نمودأ تERهاي محلول در  را در بازداري رتيكلوپلاسمينHDELبواسطه  

  شناختي  ، نشان دار كردن ايمنيHDELي، توالي ژشبكه آندوپلاسمي، دستگاه گل: واژه هاي كليدي

  مقدمه
در حين بيوسنتز و يا پس از آن پروتئينها اي از  بخش عمده

گردند و سپس براي   ميERپلاسمي يا وارد شبكه آندو
 شبكه آندوپلاسمي را به ، خودانجام وظايف فيزيولوژيك

 مولكولها حركت اين. كنند سمت اهداف مشخص ترك مي
هاي هدف بوسيله پپتيدهاي نشانه هدايت به سمت اندامك

 هنوز بطور ERدر زمينه نحوه خروج پروتئينها از . شود مي
در دو دهه اخير دو مدل ). 12 (كامل اتفاق نظر وجود ندارد

بر اساس مدل انتقال . اصلي در اين مورد ارائه شده است

خروج مولكولها از شبكه آندوپلاسمي  )bulk flow(اي  توده
مولكولهاي ويژه ). 11(گيرد  بطور غير انتخابي صورت مي

ها كه آنرا بهمراه  آندوپلاسمي نظير برخي از چاپرونشبكه
نمايند و بايستي براي انجام وظايف  يساير مولكولها ترك م

خود به شبكه بازگردند، در ابتداي مسير ترشحي يعني در 
بخش نزديك يا سيس دستگاه گلژي گزينش شده و با 

 به شبكه Iورود به داخل وزيكولهاي انتقالي از نوع كوپ
در گزينش ). 13 و 7 و 4(شوند  آندوپلاسمي بازگردانده مي

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1385 پاييز، 3، شماره 19لد ج                                                                      مجله زيست شناسي ايران                                    

  283

 Iول توسط وزيكولهاي كوپپروتئينهاي غشايي و محل
 در انتهاي K/HDEL و KKXXهاي تتراپپتيدي بترتيب توالي

.  )15 و 5(كنند  كربوكسي پروتئينها بعنوان نشانه عمل مي
ئيد اين نظر، آزمايشهاي أعلي رغم وجود شواهد متعدد در ت

رايط بيرون سلولي برخي از ديگر نشان دادند كه در ش
 يا همان ERلي منشا گرفته از ها در وزيكولهاي انتقاچاپرون

ز طرف ديگر غلظت  وجود ندارند و اIIوزيكولهاي كوپ
ها به مراتب  هاي ترشحي در اين وزيكولبرخي از پروتئين

بعبارت ديگر در زمان خروج ). 14 و 6( است ERبيشتر از 
به اين . گيرد  يك انتخاب صورت ميERمولكولها از 

 active transport( ) صورت مدل دوم بنام مدل انتقال فعال
هاي نشانه  مطرح شد كه با شناخته شدن تواليپروتئينها

 در انتهاي  DXE پپتيدي  نظير نشانه تريERخروج از 
 و 8 و 3( قوت گرفت ERتعدادي از پروتئينهاي ترشحي 

هر دو مدل ذكر شده بر مبناي دلايل تجربي قوي ). 16
  . رسند ر مينظتناقض باستوارند كه برخي از آنها كاملا م

 موجود در زمينه پروتئينهاي اتييكي از مشكلات تحقيق
 ERمسير ترشحي مقدار نسبتا كم خروج پروتئينهاي مقيم 

در . استو تجزيه سريع بسياري از آنها پس از خروج 
نتيجه سنجش انتقال آنها توسط روشهاي بيوشيمي و 

براي رفع اين . شناسي سلولي بسيار دشوار است زيست
 پژوهش در مورد چگونگي جهت ر سالهاي اخيرمشكل د

 تراژن متعددي با استفاده از انتقال پروتئين، سلولهاي
فنĤوري طراحي   هاي مهندسي ژنتيك و زيستروش
توجه   كه پروتئينهاي مورد نظر را به مقدار قابلستا شده

در اكثر اين آزمايشها با حذف يا افزودن . كند توليد مي
 ERالي پروتئينهاي ترشحي و يا مقيم پپتيدهاي نشانه در تو

.  استدريگ ميانتقال پروتئينها در سلول مورد بررسي قرار 
ها به توليد دو گروه از گياهان در يكي از اين بررسي

 -تراريخت توتون مبادرت گرديده است كه داراي ژن آلفا
 -آلفا). 13 و 1(باشند   آميلاز مي- آلفا-HDELآميلاز و 

ن ترشحي كاملا شناخته شده است و آميلاز يك پروتئي
رود كه در دو دسته از گياهان تراريخت اين آنزيم  انتظار مي

  ترشحي بدليل وجود و يا نبود پپتيد نشانه سرنوشت
اين آنزيم بايستي در گياهان . متفاوتي در سلول داشته باشد

 آميلاز فاقد نشانه از سلول خارج گردد و در -داراي  آلفا
فرم واجد نشانه نتواند از دستگاه گلژي عبور گياهان داراي 

 و در نتيجه بطور عمده در شبكه آندوپلاسمي يافت ،كند
در اين پژوهش سلولهاي هر دو گروه از گياهان . شود

گيري  هاي برش روشا گياه وحشي بوتوتون تراريخت 
 و ايمنوسيتوشيمي مورد )cryo-sectioning(انجمادي 

 پروتئين در مسير ترشحي مطالعه قرار گرفت و انتقال
  .شدسلولهاي آنها بررسي 

  مواد و روشها
 فنĤوري  زيستگياهان تراريخت توتون از آزمايشگاه  بذر

نحوه توليد گياهان . گياهي دانشگاه ليدز انگلستان تهيه شد
آميلاز بهمراه -تراريخت و توانايي آنها در بيوسنتز آنزيم آلفا

كامل گزارش شده ساير پروتئينهاي ترشحي قبلا بطور 
بر روي كاغذهاي  هابذرزني  پس از جوانه). 13 و 1(است 

از  متر  ميلي2 مرطوب در دماي آزمايشگاه، سترونصافي 
 بطول بريده شد و در درون  روزه7رستها   دانه نوك ريشه

آلدئيد   پارافرم w/v درصد5/1 محلول فيكساتيو اوليه داراي
  mM 100 بافر فسفات گلوتارآلدئيد در  v /v  درصد2/0 و

pH=7) ( 12 ساعت در دماي آزمايشگاه و سپس 1بمدت 
قطعات .  قرار گرفت درجه سانتي گراد4 ساعت در دماي

بافر فسفات با  دقيقه 10ريشه تثبيت شده سه بار بمدت 
 درجه سانتي 4  ساعت در دماي12شستشو و سپس بمدت 

ها  نمونه .ور گرديد  ساكاروز غوطهM 2/3 درمحلول گراد
هاي فلزي نيكل قرار گرفت و در  سپس بر روي نگهدارنده

گيري در  داخل ازت مايع منجمد گرديد و تا زمان برش
 ريشه با استفاده  يتهيه برشها .داخل آن نگهداري شد

 در Leica UCT +EM SCSازاولتراميكروتوم انجمادي 
هاي داراي  نمونه.   انجام شد درجه سانتي گراد-120دماي

 نانومتر بر روي گريدهاي نيكل داراي يك 60ضخامت 
وار پوشش داده شده با كربن، جمع آوري شد و بر  لايه فرم
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پس از ذوب .  قرار گرفتنددرصد 2روي صفحات ژلاتين 
ها در   نمونه درجه سانتي گراد37كردن ژلاتين در دماي 

تشو داده شس mM  20 محلول گليسين باهمين دما سه بار 
بادي اوليه  ر كردن نمونه ها از آنتيدا براي نشان. شد
آميلاز جو در خوكچه -كلونال تهيه شده بر عليه آلفا پلي

كلونال تهيه  بادي اوليه پلي ، آنتي1:200هندي با غلظت 
شده بر عليه كالرتيكولين كرچك در خوكچه هندي با 

كلونال تهيه شده بر عليه  بادي اوليه پلي ، آنتي1:200غلظت 
 توتون در خوكچه هندي با ) BiP: Binding Protein(بيپ

باديهاي  آنتي. گرديد استفاده  PBS، در بافر1:100غلظت
 نانومتري از 10ثانويه متصل به ذرات كلوئيدي طلاي 

 مورد  PBS در بافر1:30 كمپاني بيوسل تهيه و با غلظت
 5برشها پس از نشان دار كردن بمدت . استفاده قرار گرفت

در )  =4pH( اورانيل استات  w/v د درص2  محلولبادقيقه 
 ميلي مول  تيمار شد و در نهايت با 150اسيد اگزاليك 

) pH=4( اورانيل استات  w/v  درصد4/0 استفاده از محلول
اي نازك بر روي   متيل سلولز لايهw/v  درصد8/1 و

ها در دماي  پس از خشك شدن نمونه. ها كشيده شد نمونه
ستفاده از ميكروسكوپ الكتروني آزمايشگاه مشاهده آنها با ا

Phillips CM10  تحت ،kV 80  رفتگ انجام.  

  نتايج
دار كردن ايمنوسيتوشيميايي برشهاي انجمادي ريشه  ننشا

 بمنظور آميلاز- آنتي بادي آلفاباهاي تراريخت توتون
مشخص كردن مسير انتقال اين پروتئين ترشحي در درون 

 بعنوان توالي HDELسلول و كارآيي تتراپپتيد نشانه 
نگهداري پروتئينها در شبكه آندوپلاسمي سلولهاي 

 هابا تهيه اولين ميكروگراف. پذيرفتتراريخت انجام 
مشخص شد كه در هر دو نوع گياه تراريخت مورد مطالعه 

در پوشش هسته، شبكه آندوپلاسمي،  آميلاز-آنزيم آلفا
شكل (ديواره سلولي قابل شناسايي است  دستگاه گلژي و

استفاده از گياهان وحشي بعنوان شاهد ). ت-1 الف تا -1

 آميلاز كاملاً-مشخص كرد كه اتصال آنتي بادي اوليه به آلفا
هاي ذكر شده در اختصاصي است و نشانهاي طلا در بخش

در مطالعه ). ث-1شكل (سلولهاي وحشي وجود ندارد 
مسير ترشحي سلولهاي تراريخت يك تفاوت مهم ميان دو 

با اينكه در .  مشخص گرديد،رد استفادهنوع گياه مو
ها  آميلاز نشان- آلفا-HDELسلولهاي گياهان داراي ژن 

اغلب در بخش نزديك يا سيس اجسام گلژي ديده 
اما تمام ساكولهاي گلژي ، )الف-2شكل (شدند  مي

 آميلاز، تقريباً بطور –سلولهاي گياهان داراي ژن آلفا 
  نشاندار شدنديكنواخت در هر دو نيمه سيس و ترانس

منظور مقايسه دقيق موقعيت ب). پ-2 ب و-2شكل(
 در هر دو گياه تراريخت ،ژن مورد مطالعه هاي آنتيمولكول

توتون، بطور تصادفي سي جسم گلژي انتخاب و ذرات 
اين بررسي . دشطلا در دو نيمه نزديك و دور آنها شمارش 

گرچه در سلولهاي . ييد نمودأكمي، مشاهدات قبلي را ت
آميلاز توزيع ذرات طلا در دو نيمه -ياهان داراي ژن آلفاگ

اجسام گلژي تقريبا يكسان بود، اما در سلولهاي گياهان 
 ذرات  درصد90 آميلاز قريب - آلفا-HDELداراي ژن 

بادي ثانويه در نيمه نزديك و فقط  طلاي متصل به آنتي
 ).1جدول (شد   در نيمه دور ديده مي درصد10حدود 
 آميلاز - آلفا-HDELهاي اي از مولكول خش عمدهبنابراين ب

بدليل داشتن پپتيد نشانه، اجازه عبور از بخش سيس اجسام 
ها و غشاي ي را در مسير حركت به سمت اندامكگلژ

يابند و احتمالا به سمت شبكه آندوپلاسمي  پلاسمايي نمي
از طرف ديگر تشخيص مقدار كمي از . شوند بازگردانده مي
 آميلاز در سطح دور اجسام گلژي نشان -امولكولهاي آلف

تواند   نميHDELدهنده اين مطلب است كه توالي نشانه 
، جدول 2شكل(عبور اين آنزيم را بطور كامل مهار نمايد 

اين مطلب با مشاهده ذرات طلا در ديواره هاي سلولي ). 1
. گردد ييد ميأ آميلاز، ت- آلفا-HDELگياهان داراي ژن 
ين گروه از گياهان همانند گروه داراي بعبارت ديگر در ا

  . آميلاز ترشح آنزيم وجود دارد-ژن آلفا
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بترتيب سلولهاي داراي ژن ) الف و ب:  آميلاز-بادي آلفا هاي انجمادي سلولهاي ريشه گياهان تراريخت و وحشي نشاندار شده با آنتيبرش: 1شكل 
HDEL-  ذرات طلا با تراكم كم در ) دار شده است، پ ميلاز كه پوشش هسته و شبكه آندوپلاسمي آنها بطور مشخص نشان آ- آميلاز و آلفا-آلفا

ذرات طلا با تراكم زياد در ديواره سلولي سلولهاي تراريخت توليد كننده )  آميلاز، ت-آلفا -HDELديواره سلولي سلولهاي تراريخت توليد كننده 
شبكه : ERپوشش هسته، : NEهسته، : N. باشند و ديواره سلولي سلولهاي وحشي بعنوان شاهد كه فاقد نشان ميسيتوپلاسم )   آميلاز، ث-آلفا

  .ديواره سلولي: CWآندوپلاسمي، 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 -هان داراي ژن آلفادر سلولهاي گيا) الف(  آميلاز -آلفا  -HDELهاي طلا در اجسام گلژي سلولهاي ريشه گياهان تراريخت داراي ژن   نشان-2شكل 
 در بخش سيس تجمع دارند، اما در سلولهاي هاي آنزيم عمدتاًمولكولكه  آميلاز -آلفا  -HDELدر سلولهاي گياهان توليد كننده ). ب و پ(آميلاز 

  .سطح ترانس: tسطح سيس، : cشبكه آندوپلاسمي، : ER. اند ژن بطور يكنواخت در ميان ساكولها پراكنده هاي آنتي آميلاز مولكول-توليد كننده آلفا
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ي توليد كننده در سلولها.  آميلاز در اجسام گلژي سلولهاي تراريخت توتون-بادي آلفا هاي طلاي بدست آمده با استفاده ازآنتيپراكندگي نشان: 1جدول 
  .نع از حضور آنزيم در نيمه ترانس گرديده است ماHDELاند، در حاليكه وجود توالي   يكسان توزيع شدهها در هر دو نيمه بطور نسبتاً آميلاز نشان-آلفا

  

  

بمنظور مقايسه نتايج بدست آمده با عملكرد پپتيد نشانه 
HDEL در سلولهاي غيرتراريخت، وضعيت انتقال دو 

پروتئين چاپرون شناخته شده شبكه آندوپلاسمي يعني 
دار كردن  از نشاننيز با استفاده ) BiP(كالرتيكولين و بيپ 

اين دو . ايمنوسيتوشيميايي سلولهاي وحشي بررسي گرديد
رتيكلوپلاسمين براي جلوگيري از انتقال در مسير ترشحي، 

در . باشند  ميHDELبطور طبيعي داراي تتراپپتيد نشانه 

هاي تهيه شده هر دو چاپرون مورد مطالعه ميكروگراف
بوضوح و بطور كاملا اختصاصي فقط در شبكه 
آندوپلاسمي قابل تشخيص بودند و در دستگاه گلژي هيچ 

اين نتايج متفاوت ). 3شكل (نشاني از آنها وجود نداشت 
بودن رفتار پروتئينها را در مسير ترشحي سلولهاي 

  . تراريخت و وحشي مورد مطالعه  مشخص نمود

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

و ) الف(باديهاي تهيه شده بر عليه  بيپ  ي ريشه گياهان وحشي با استفاده از آنتيهاي انجمادي سلولهاشناختي برش يمنيدار كردن ا نشان: 3شكل 
ها غير قابل شناسايي ر دو رتيكلوپلاسمين در ديكتيوزومه. دهد موقعيت اين پروتئينها را بطور مشخص در شبكه آندوپلاسمي نشان مي) ب(كالرتيكولين 

  .سطح ترانس: tسطح سيس، : cميتوكندري، : Mشبكه آندوپلاسمي، : ER.. هستند

هاي طلا در دو تعداد نشان

  بخش اجسام گلژي

نوع ژن انتقال يافته به 

  سلولها 

تعداد اجسام گلژي 

  مورد مطالعه

  نيمه ترانس  نيمه سيس

هاي تعداد كل نشان

  طلا

تعداد متوسط  نشانها در 

  هر جسم گلژي

 68  30   آميلاز-آلفا

)2/48(%  

73) 8/51(%  141  70/4  

HDEL-  99  30   آميلاز-آلفا 

)8/90(%  

10   

)2/9(%  

109  63/3  
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  بحث 
 بعنوان پپتيد نگهداري در  K/HDELپس از شناسايي توالي

هاي سلولي  ، سويهERانتهاي كربوكسي پروتئينهاي مقيم 
تراريخت با ژنهاي مسئول توليد پروتئينهاي ترشحي براي 

با . شناسايي نحوه عمل اين توالي تتراپپتيدي طراحي گرديد
 آميلاز - توتون با ژن توليد آلفاتوليد سلولهاي تراريخت

هاي ترشحي كه اين آنزيم همانند ساير پروتيننشان داده شد 
 توليد شده و پس از عبور از دستگاه گلژي از طريق ERدر 

اليت آنزيم شود و در نتيجه فع غشاي پلاسمايي ترشح مي
هاي كشت داراي سلولهاي تراريخت  آميلاز در محيط-آلفا

انتظار بر اين بود كه اتصال ). 11 و 1(باشد  قابل سنجش مي
 به انتهاي كربوكسي آنزيم مورد مطالعه HDELتتراپپتيد 

اما بررسي . كشت متوقف نمايدترشح آنرا به محيط 
هاي كشت تعليقي حاوي سلولهاي تراريخت با ژن محيط

HDEL-آميلاز در -آلفا آميلاز نشان داد كه  فعاليت - آلفا 
 نيز قابل تشخيص است و هاي كشت اين سلولهامحيط

تواند از ترشح اين   نميHDELوجود توالي نگهداري 
انجام اين آزمايشها با انتقادات ). 11(پروتئين ممانعت كند 

ي از طرفي امكان خروج مولكولها.  )2(شديدي همراه بود 
 داشت هاي كشت وجودآنزيم از سلولهاي مرده در محيط

تينگ سترن بلاهاي حساس ايمني شناختي نظير وكه روش
قادر به تشخيص آنها بود و از طرف ديگر يك تيم 

هاي بيوشيميايي نشان داد تحقيقاتي ديگر با استفاده از روش
 در انتهاي كربوكسي آنزيم اينورتاز HDELكه وجود توالي 

 ERديواره سلولي باعث محافظت و بازگشت آن به سمت 
هاي داراي بعلاوه مطالعه رتيكلوپلاسمين). 10 و 9(گردد  مي

، نظير كالرتيكولين نشان داد كه اين HDELتتراپپتيد 
 از ،كنند  شبكه آندوپلاسمي را ترك نميمولكولها عمدتاً

اينرو تشخيص بيوشيميايي آنها در دستگاه گلژي بسيار 
بدليل تناقضات موجود در نحوه عمل ). 9(دشوار است 

HDELشناختي در زمينه   و فقدان مطالعات سلول
هاي سلولهاي تراريخت، بكارگيري روشهاي نوين پروتئين

ژنها با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني كاملا  رديابي آنتي
  .نمود ضروري مي

نتايج اين پژوهش بطور مشخص نشان داد كه تتراپپتيد 
-  باعث ايجاد ممانعت نسبي در انتقال آلفاHDELنشانه 

اي از  گردد و بخش عمده ميآميلاز از طريق دستگاه گلژي 
هاي اين آنزيم قادر به عبور از قطب سيس اجسام مولكول

. شوند  بازگردانده ميER به گلژي نيستند و احتمالاً
آميلاز در ديواره سلولي حاكي از -همچنين وجود آلفا

ترشح بخشي از آن توسط سلولهاي تراريخت با ژن 
HDEL-توان نتيجه  بنابراين مي. باشد  آميلاز مي- آلفا

ر سلولهاي تراريخت مورد مطالعه تتراپپتيد گرفت كه د
HDELبا . تواند نقش خود را بطور كامل ايفا كند  نمي

توجه به اينكه در سلولهاي تراريخت بدليل وجود ژن 
 بيش از HDELخارجي غلظت پروتئينهاي داراي توالي 

تواند اشباع  يسلولهاي وحشي است، يكي از دلايل امر م
. اشد بIر وزيكولهاي كوپ دHDELهاي توالي  پذيرنده

هاي داراي نشانه نگهداري، بعبارت ديگر برخي از مولكول
هاي  توانند به پذيرنده بعلت غلظت زياد پروتئين نمي
نتيجه با بلوغ سيسترنال اختصاصي خود متصل شوند و در 

هاي انتقالي از دستگاه گلژي عبور كرده، به سمت و وزيكول
ترشح . شوند تقل و ترشح ميغشاي پلاسمايي من

هاي شبكه آندوپلاسمي در زمان بيان بيش از حد چاپرون
معمول ژنها و در نتيجه افزايش در مقدار توليد پروتئين در 

گيري  ده است كه با اين نتيجهش نيز قبلا گزارش ،سلول
بررسي رفتار انتقال دو پروتئين ). 1(همسويي دارد 

روتئينها از كالرتيكولين و بيپ نيز نشان داد كه خروج اين پ
شبكه آندوپلاسمي در سلولهاي وحشي حتي با روش 
حساس برشگيري انجمادي قابل تشخيص نيست و از اينرو 

تواند فقط به مقدار بسيار ناچيز  در صورت وجود مي
هاي قبلي را در مورد  اين نتيجه برخي يافته. صورت بگيرد

ييد أخروج جزئي كالرتيكولين از شبكه آندوپلاسمي ت
بنابراين علت نتايج متفاوت بدست آمده توسط ). 9 (كند مي

گروههاي تحقيقاتي مختلف كه با استفاده از سلولهاي 
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، با توجه به غلظت ستا دست آمدهوحشي و تراريخت ب
  .باشد پروتئينهاي توليد شده قابل توجيه مي

توان نتيجه گرفت كه انتقال پروتئينها در مسير  در كل مي
. غلظت آنها وابسته است زيادي به تا حدترشحي 

مشاهدات مربوط به سلولهاي تراريخت گرچه اطلاعات 
نمايد، اما با  اي را در اين زمينه فراهم مي قابل ملاحظه

هاي ينهاي توليد شده در سلول مكانيسمبالارفتن مقدار پروتئ
توانند بطور  كنترل انتقال دچار مشكل شده و در نتيجه نمي

بنابراين نتايج بدست . مل كنندكامل همانند شرايط طبيعي ع
باشند كه در سلولهاي  آمده فقط در شرايطي قابل تعميم مي
  . ييد قرار گيرندأوحشي نيز در شرايط طبيعي مورد ت
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Study of the role of C-terminal HDEL signal sequence of proteins 
using immunogoldlabeling of transgenic and wild tobacco cells  

Movafeghi   A. 
Plant Science Dept., Faculty of Natural Science, Tabriz University, Tabriz, I.R. of Iran. 

Abstract 
Without any doubt, the issue of ER export is far from settled and discussions have been 
ongoing for almost two decades. Two models are currently competing for general 
acceptance. One model describes ER export as a non-selective diffusion into 

anterograde ER-derived transport vesicles (bulk-flow). The second model postulates that 
proteins are actively selected and enriched during ER export (active transport). 
However, the retrieval of HDEL-tagged proteins from the Golgi complex is well 
established in different cells. The secretion of ER residents is very low, and the true 
level of ER export is masked by degradation in a post-ER. To overcome this problem, 
we used two transformed tobacco plants, which produce barley alpha-amylase and 
alpha-amylase-HDEL as soluble cargo molecules. Labeling using cryo-sectioning and 
alpha-amylase antibodies revealed that in both transgenic plant cells the secreted 
molecule was distributed in the ER, cisternae of the Golgi apparatus and cell wall. 
However, tagging alpha-amylase with HDEL led to predominant labeling of the cis- and 
cis-most cisternae. Occasional labeling of the compartments distal to the cis-Golgi in 
alpha-amylase-HDEL–producing plants indicated that saturation of ER retention may 
have occurred. In addition, both alpha-amylase and alpha-amylase-HDEL were detected 
in the cell wall, confirming that ER retention via HDEL tagging in the transformed cells 
was incomplete. Labeling of wild root cells with Calreticulin and Bip antibodies showed 
that this retrieval mechanism in plants has little impact on ER retention of soluble 
reticuloplasmins. 

Key words: ER, Golgi complex, HDEL sequence, immunocytochemical labeling 
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