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  چكيده

زاهاي توليد كننده بيماري كوليت خونريزي دهنده در انسان          ترين بيماري   يكي از مهم   O157:H7شيا كلي سويه    اشري: هدف
تـرين عوامـل      از مهـم   EspA و   Tirهـاي اينتيمـين،      پـروتئين . هـستند ترين مخـزن ايـن بـاكتري         هاي اهلي اصلي   دام. است

 و مانند يـك رابـط سـبب         شتهخت كانال ارتباطي نقش دا     در سا  EspAپروتئين  . دنشو زايي اين باكتري محسوب مي     بيماري
شود و پروتئين اينتيمين كه در غشاي باكتري جاي گرفته است بـا متـصل شـدن بـه                     به سلول ميزبان مي    Tirانتقال پروتئين   

بـه  سبب اتصال محكم و اختصاصي بـاكتري   و منشأ اصلي آن نيز باكتري مهاجم است،           غشاي ميزبان منتقل    به Tirپروتئين  
انجام تحقيق بر اين اصـل اسـت        . شود اين اتصال باعث ايجاد ضايعه تخريب ديواره سلول ميزبان مي         . شود سلول ميزبان مي  

شود به صورت دوگانه و تجويز آن به عنوان يك           كه باعث اتصال باكتري به ميزبان مي      زايي   توليد دو عامل اصلي بيماري    كه  
ويژه مخاطي ميزبـان مـانع كلونيزاسـيون بـاكتري      ناسب سيستم ايمني هومورال و به    تواند با تحريك م    زاي خوراكي مي   ايمني

 .  در مدل حيواني شودO157:H7اشريشيا كلي 
با استفاده از يك رابـط      ) t (Tirو  ) I (اينتيميناز  يي  ها ابتدا به صورت تئوري يك سازه ژني حاوي قسمت        : ها مواد و روش  

هاي گياه توتون    اين ژن مصنوعي براساس كدون    . ژن آن به طور مصنوعي ساخته شد      جدا كننده پپتيدي به يكديگر متصل و        
زايي گياه توتون   در ناقل بياني گياه كلون و پس از آن تراريختي و بازCaMV35Sسازي و سپس تحت كنترل پروموتر       بهينه

  .هاي گياه تراريخت تغذيه شد سپس حيوان مدل با برگ. با آن انجام گرفت
 سرمي IgGگانه موجب تحريك و توليد  زاي دو سازي حيوان با استفاده از بافت گياه تراريخت حاوي اين ايمني           نايم: نتايج

  . بر عليه باكتري فوق شد
تواند به عنوان يك ابـزار مناسـب بـراي ايجـاد ايمنـي و                زاهاي خوراكي مي   سازي با ايمني    روش تغذيه و ايمن    :گيري نتيجه

   . عمل نمايدO157:H7زايي باكتري اشريشيا كلي  در برابر حضور و بيمارياحتمالاً محافظت حيوانات 
  

   Tir، ، اينتيمينO157:H7واكسن خوراكي، اشريشيا كلي : كليدواژگان
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   مدلموشو ارزيابي آن در  O157:H7  اشريشيا كلي خوراكي بر عليهدوگانهتوليد واكسن 
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 مقدمه
  Enterohaemorrhagic(اشريــشيا كلــي انتروهموراژيــك 

Escherichia coli: EHEC ( ــويه ــسان O157:H7س  در ان
ــروز موجــب  ــتب ــدون  دههــاي رو عفون اي از شــكل اســهال ب

كوليـت  [خونريزي تا التهاب شديد روده بـه همـراه خـونريزي            
 و در برخي موارد سبب )]Hemorrhagic colitis(هموراژيك 

ــونريزي   ــشانگان خـ ــدهنـ ــك  [ ادرار دهنـ ــي هموليتيـ اورمـ
)Hemolytic uremic syndrome [(انتقـال بـاكتري   . شود مي

ور عمده از طريق آب و      به انسان به ط    O157:H7اشريشيا كلي   
ترين مخـزن ايـن بـاكتري        ترين و اصلي   غذاي آلوده بوده و مهم    

هنگـام بـروز    . روده حيوانات اهلي مانند گاو و گوسـفند اسـت         
 تخريبـي شـديد     هـاي  عفونت اين باكتري قادر است كه آسـيب       

)Attaching/Effacing: A/E ( هـاي پوشـشي روده    در سـلول
 ســويه EHECميــزان شــيوع بــاكتري . ]1[ميزبــان ايجــاد كنــد 

O157:H7 تــا 1994 در برخــي از كــشورهاي غربــي از ســال 
طي پژوهشي كه در سـال      .  تقريباً به دو برابر رسيده است      2000
 درصد گوشـت    28 در كشورهاي اروپايي صورت گرفت       2000

هـا    گرچـه اولـين گـزارش      .]2[گاوها به اين باكتري آلوده بـود        
مربوط به جوامع غربي است اما آلودگي به اين باكتري محـدود            
به اين كشورها نشده و پراكندگي آن در سراسر جهان از جملـه             

هـا   در ايران نيز عمده اين آلـودگي      . ايران نيز گزارش شده است    
مـشكلات  . ]4،  3[مربوط به گوشت و شير آلـوده بـوده اسـت            

هـا   اقتصادي و بهداشتي ناشي از حضور اين باكتري در دامداري         
هاي لبني و سپس جوامع انـساني        و متعاقب آن آلودگي فرآورده    

. اي به كنترل آن معطوف شـود       موجب شده است كه توجه ويژه     
هاي جـوان را     در صنايع دامپروري اين باكتري به طور عمده دام        

هاي بـا    دهد و طبق آمارهاي موجود عفونت      ار مي مورد حمله قر  
درصد از  30 تا15علامت و بدون علامت اين باكتري در حدود      

 رعايت اصول و نكات بهداشتي      ]5،  2[نمايد   گير مي  ها را در   دام
هـا   تواند تا حـد زيـادي از شـيوع ايـن بـاكتري در بـين دام                 مي

بيمـاري نيـز اسـتفاده از       در موارد حـاد     . يري به عمل آورد   جلوگ
  . ناپذير است بيوتيكي اجتناب هاي آنتي درمان

هاي دارو و درماني سـبب مـشكلاتي ماننـد           اما استفاده از رژيم   
زا، از بـين بـردن فلـور       هـاي بيمـاري    بروز مقاومت در ارگانيسم   

ايـت  هـا و در نه     طبيعي يـا تغييـر در جمعيـت ميكروارگانيـسم         
علاوه بر آن؛ گاهي ايـن      . ]2[شود   ها مي  بيوتيك مقاومت به آنتي  

دار در دسـتگاه گـوارش    ميكروارگانيسم به صورت غير علامـت     
توانـد بـه    به عبارت ديگر اين باكتري مـي      . كند گاوها زندگي مي  

در .  دفع شود  صورت دايم نيز از دستگاه گوارش حيوانات اهلي       
اين مورد استفاده از فضولات دامـي بـراي مـصارف كـشاورزي      

تواند نقش مؤثري در انتـشار ايـن بـاكتري     مي) كودهاي طبيعي (
تـرين   در حال حاضـر واكـسيناسيون يكـي از مهـم          . داشته باشد 

ــاكتري   روش ــرل ب ــراي كنت ــه ب ــايي اســت ك  ســويه EHECه
O157:H7     بـر  . ]6[رود   كـار مـي     در حيوانات نشخوار كننده به

هاي موجـود    مبناي مطالعات صورت گرفته اساس توليد واكسن      
ايـن  . زايي اين ارگانيسم استوار شده است روي مكانيسم بيماري 

ــه ايجــاد ضــايعات و ايجــاد بيمــاري   ــاكتري در دو مرحلــه ب ب
  استفاده از اجزاي سلولي نظير فيمبريـا    در مرحله اول با   . پردازد مي

)Fimbria(     هاي ميزبان نزديك كرده و بـه         خود را به سطح سلول
اين اتصال قادر است عملكرد سلول را مختـل         . شود آن متصل مي  

در مرحله  . را ايجاد نمايد  ) A/E(نموده و برخي از علايم بيماري       
هـاي   لتـري روي سـلو     بعد با توليد سموم ميكروبي، آثـار عميـق        

هـاي دورتـر     گذارد و با منتقل شدن اين سموم به بافت         مجاور مي 
  .]7[دهد  ساير علايم خود را بروز مي) نظير كليه(

 در گـاو    EHEC واكسن عليـه      مطالعات متعددي براي تهيه   
 هاي  سازي در مقابل محصولات ژن      انجام شده كه بيشتر بر ايمن     

LEE) Locus of Enterocyte Effacement ( تمركـز دارد .
هــا نقــش كليــدي در  هــاي كــد شــده توســط ايــن ژن پــروتئين

ــاكتريكلونيزاســيون  ــر عهــده دارد  در رودهايــن ب عمــده .  را ب
هايي كه عليه اين باكتري سـاخته شـده حـاوي يكـي از               واكسن
هاي مهم آن به صـورت نوتركيـب يـا بـاكتري كامـل و                ژن آنتي

ها نتوانسته به طور قابـل تـوجهي         كارگيري آن  اما به . شته است ك
از كلونيزاسيون اين باكتري در روده حيوانـات جلـوگيري كنـد            

هايي كه در اتصال باكتري به سـطح پوشـش روده             پروتئين. ]8[
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  و همكارانفريده صابري
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 نقــش اصــلي را بــر عهــده دارد شــامل ســه پــروتئين اينتيمــين
)Intimin( ،Tir و EspAــه ايــن .  اســت ــا توجــه ب كــه ايــن  ب

نقش اساسي در اتصال و كلونيزاسـيون بـاكتري دارد،   ها   پروتئين
تواند از اتصال و در نهايت بـروز         ها مي  جلوگيري از عملكرد آن   
مطالعـات انجـام شـده در مـورد ايـن           . بيماري جلـوگيري كنـد    

ان كانديـداهاي   توانـد بـه عنـو      دهد كـه مـي     ها نشان مي   پروتئين
. زا عليه اين باكتري استفاده شـود       مناسبي براي توليد مواد ايمني    

  III) Type كه از اجزاي سيستم ترشـحي تيـپ   EspAپروتئين  
Three Secretion System: TTSS ( اســت، يــك مجــراي

 را از دورن    Tirانتقال دهنده در سطح باكتري توليد و پـروتئين          
تواند  اين پروتئين مي  . كند ل مي خود به درون غشاي ميزبان منتق     

به عنوان يك گيرنده براي اينتيمين كه يك پـروتئين غـشايي در             
با توجه به اهميت ايـن      . ]10،  9[نمايد   بدنه باكتري است، عمل     

مجموعه اتصالي، جلوگيري از عملكـرد سيـستم متـصل كننـده            
زايـي بـاكتري را در مراحـل     توانـد بيمـاري   باكتري به ميزبان مي 

اطلاع از عملكرد اين اجزا باعث شـده اسـت          . اوليه متوقف كند  
ها به عنوان يكي از اهداف اصـلي در مطالعـات            كه اين پروتئين  

بـه طـور كلـي      . واكسن عليه اين باكتري مورد توجه قرار گيـرد        
 ]10[تزريقي هاي توليد شده عليه اين باكتري به صورت          واكسن

و در مطالعات جديد به صورت خـوراكي مـورد اسـتفاده قـرار              
زا،  هاي جديد توليد و ارايه مواد ايمنـي  در سيستم . ]11[گيرد   مي

به طور عمده شـامل  ) Edible Vaccine(هاي خوراكي  واكسن
ژن مورد نظر    تواند آنتي  اجزايي از گياهان تراريخت است كه مي      

تـرين مزيـت     از مهـم  . هاي خوراكي خود توليد كنـد      را در بافت  
م بـودن فـرآورده     هـا، سـال    ژن استفاده از گياهان براي توليد آنتي     

. هـاي انـساني اسـت      زا ها و عدم آلودگي به بيماري      حاصل از آن  
آل بـراي توليـد واكـسن خـوراكي بايـد توانـايي               يك گياه ايـده   

تراريخت و باززايي شدن را داشته باشد و امكان مصرف بخشي           
از گياه كه حاوي پروتئين نوتركيب است بدون پخته شدن ميسر           

در مطالعات گذشـته كـارآيي ژن سـه قـسمتي           . ]13،  12[باشد  
Tir   ،اينتيمين ،EspA           در مدل موشي به نمـايش در آمـده بـود  .

هـاي   كارگيري بخـش   توان با به   سؤال اصلي اينجاست كه آيا مي     

بـه  ) ژن دو قسمتي به جاي سه قـسمتي    (ژن   تري از آنتي   كوچك
در ايـن تحقيـق بخـشي از        براين  همان نتيجه دست يافـت؟ بنـا      

 كـه محـصول     Tirهاي مربـوط بـه دو پـروتئين اينتيمـين و             ژن
بـاكتري بـه سـطح روده ميزبـان         ها در كلونيزاسيون     پروتئيني آن 

فرضيه اين تحقيق بـر     . نقش اصلي را بر عهده دارد انتخاب شد       
اين پايه استوار است كه با ايجاد ايمني هومورال عليـه اينتيمـين             

 اتـصال   ها و در نتيجـه از      اين پروتئين ز عملكرد مناسب     ا Tirو  
 در روده ميزبـان     O157:H7مؤثر و تجمع باكتري اشريشيا كلي       

بـراي اجرايـي كـردن ايـن كـار دو           . آيـد  جلوگيري به عمل مي   
پپتيـدي   )Linker(به كمك يـك رابـط      Tirو   پروتئين اينتيمين 

كند به   ميگريز كه از بر هم كنش بين دو پروتئين جلوگيري            آب
دسـت آمـده     يكديگر متـصل شـده و تـرادف ژن مـصنوعي بـه            

ژن مربـوط بـه     . سازي شـد   بهينهتوتون  هاي گياه    اساس كدون  بر
 در  CaMV35Sپروتئين دوگانه با استفاده از پروموتر عمـومي         

پس از توليـد پـروتئين نوتركيـب در         . گياه مدل توتون بيان شد    
حاصـل از گيـاه     هـاي    هـاي آزمايـشگاهي بـا بـرگ        گياه، مـوش  

هـا   تراريخت تغذيه شده و تحريك اختصاصي سيستم ايمني آن        
هـاي ايمونولوژيـك نظيـر الايـزا         از طريق خـوراكي و بـا روش       

)Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA (
  .اثبات شد

  

  ها مواد و روش
 مواد مورد استفاده
) آلمان (Sigmaبادي كنژوگه از شركت      موادي از قبيل آنتي   

 Roche از شــركت High fidelity DNA polymeraseو 
هـاي   و پـروب  ) Primers(آغازگرهـا   . خريـداري شـد   ) آلمان(
)Probes (     آوران   مورد نياز از شركت ژن فن)تهيـه شـد   ) ايران .

، آگارز و Taq DNA polymerase ،dNTPساير مواد از قبيل 
. تهيه شـد ) روسيه (Fermentasهاي محدودگر از شركت    آنزيم

بنزيـل   -6هاي مورد استفاده در محيط كشت گيـاه نظيـر            هورمون
  نفتالين-1و ) Benzylaminopurine: 6-BAP-6(آمينو پورين 
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از ) Naphthaleneacetic acid: 1-NAA-1(اســتيك اســيد 
  .تهيه شد) آلمان (Flukaشركت 

هـا،   بيوتيك هاي كشت و آنتي    هاي ساخت محيط   كليه روش 
تخليص و هضم آنزيمـي پلاسـميد،       ،  DNAگيري غلظت     اندازه

تخليص محصول هضم آنزيمي، الحاق قطعـه هـدف در ناقـل،             
اسـاس كتـب    هـا بـر   و غربالگري كلـوني  هاي مستعد تهيه سلول

  .]14[هاي آزمايشگاهي مولكولي انجام شد  مرجع در روش
  

 PCRاز طريق واكنش ) Tir -اينتيمين (ITتكثير ژن 
قبلاً توسط اماني   ) اينتيمين (tir  و eae  ،espAژن سه قسمتي    

در . ]13[سازي و در بانك ژني ثبـت شـده بـود             ران بهينه و همكا 
ژن  بـه عنـوان آنتـي     ) Tir) IT -اين بررسي از دو قسمت اينتيمين     

بـه منظـور جداسـازي ايـن دو قـسمت از            . مورد نظر استفاده شد   
ار افـز  ساختار اصلي آغازگر براي دو سر ژن مورد نظر توسط نـرم           

Oligo 5ــازگر جلـــويي .  طراحـــي شـــد ) Forward(در آغـ
.)TCTAGAGCCACCATGGTCGATCAAACTAAGGCTTC( 

) گيـاه (براي افزايش بيان ساختار ژنـي در سيـستم يوكـاريوتي            
تعبيه و همچنين محل اثـر  ) Kozak sequence(توالي كوزاك 

 )Reverse( در آغـازگر برگـشتي       .شـد  قـرار داده     XbaIآنزيم  
.(GAGCTCTCAAAGCTCATCCTTTCCAGCTCC) 

 طراحـي  KDEL به همراه توالي اسيد آمينـه   SacIمحل اثر آنزيم    
 High fidelity DNA polymerase با آنزيم PCRواكنش . شد

)Roche و با اسـتفاده از آغازگرهـاي طراحـي شـده و            ) ، آلمان
پلاسـميد حـاوي ژن سـه       ( الگو   DNA نانوگرم   10كارگيري   به

مـول    ميلـي  2 ميكروليتـر و غلظـت       25در حجم نهايي    ) قسمتي
برنامه واكنش براي تكثير قطعه مورد      . انجام شد ) +Mg(منيزيوم  

سـازي اوليـه      دقيقه واسرشـت   2نظر به شرح زير انجام گرفت،       
)Initial Denaturation ( گــراد و   درجــه ســانتي94در دمــاي

 چرخه تكثير كه هر چرخه شـامل يـك دقيقـه دمـاي              30سپس  
گراد، يك دقيقه دماي اتصال      درجه سانتي  94سازي در    واسرشت

)Annealing (  گراد، يك و نيم دقيقه دمـاي         درجه سانتي  60در
گراد و در نهايت      درجه سانتي  72در  ) Extension(سازي   طويل

گـراد    درجـه سـانتي    72سازي انتهـايي در       دقيقه دماي طويل   20
 قـرار داده    شـده  PCR در انتهاي قطعـات      Aبراي اطمينان   . بود
 درصـد و پـس از       1محصول واكنش روي ژل آگارز       كيفيت. شد
 بررسـي  )Ethidium Bromide(آميزي با اتيديوم برومايـد   رنگ
 . شد

  
  pBI121-ITتهيه سازه ژني 

 بود و ناقل    A كه داراي انتهاي     PCRبا استفاده از محصول     
pTZ57R/T) Fermentas كـه داراي انتهـاي      ) ، روسيهT   بـود 

 مخلـوط   TAبراي الحاق ژن به ناقل      . گرفتواكنش اتصال انجام    
گـراد قـرار      درجـه سـانتي    10اتصال به مدت يك شب در دمـاي         

 از درون بـاكتري اشريـشيا كلـي        pBI121همزمـان ناقـل     . گرفت
DH5α              به روش ليز قليـايي اسـتخراج شـد و هـضم آنزيمـي آن 

)XbaI/SacI (           درجـه  37مطابق بـا روش اسـتاندارد و در دمـاي  
در ايـن مرحلـه و بـا    .  ساعت انجام شد  3به مدت   گراد و    سانتي

بـه  ) GUS(اين هضم آنزيمي، ژن گزارشـگر بتـا گلوكورونيـداز           
از بدنه ناقل خارج شد و بدنه ناقل با         باز    كيلوجفت 2وزن تقريبي   

قطعـه  . استفاده از كيت استخراج از روي ژل آگارز تخلـيص شـد           
 خـارج  pTZ57R-ITحاصل از تكثير نيز با هضم آنزيمي از ناقل      

 برش خورده واكنش اتصال قطعات      pBI121با استفاده از ناقل     و  
پـس از پايـان واكـنش، مخلـوط بـه درون ميزبـان              . انجام گرفـت  

هاي مـورد نظـر در شـرايط مناسـب           اشريشيا كلي منتقل و كلوني    
پس از اطمينان از مراحل اتصال، پلاسميد اسـتخراج         . انتخاب شد 

  .منتقل شد) Agrobacterium(و به باكتري آگروباكتريوم 
  

  انتقال ژن به گياه و باززايي آن
  Nicotiana( بـذر گيـاه توتـون        كشت گيـاه توتـون،    براي  

tobbacum ( رقــمSamsun) Samsun Caltivar( ابتــدا ضــد 
دار روي   عفوني، سپس استريل و براي كشت بـه صـورت فاصـله           

 درجـه  28 لـوكس و دمـاي       1000 و در شرايط نوري      MSمحيط  
بـراي تراريختـي گيـاه      . ]15[گراد در گلخانه قـرار گرفـت         سانتي

كشت شبانه  ،  pBI121-ITتوتون با آگروباكتريوم نوتركيب واجد      
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 )Agrobacterium tumefaciens (فاشينس از آگروباكتريوم تومي
م  ميكروگر Kanamycin() 50 (هاي مناسب كانامايسين   در غلظت 

 ميكروگـرم در    Rifampicin() 50(و ريفامپيـسين    ) ليتـر  در ميلي 
  هـاي رشـد يافتـه در شـرايط          سپس باكتري . انجام شد ) ليتر ميلي

-5گراد سانتريفوژ شد و به رسوب حاصل مقـدار            درجه سانتي  4
 بدون قند و استريل اضافه شد تا جـذب      MSليتر محلول     ميلي 10

 نـانومتر  600 طول مـوج  آن در) Optical Density: OD(نوري 
هاي استريل و جوان گياه يك ماهه توتون به          برگ.  برسد 5/0ه  ب

) متر مربـع   ايجاد قطعات يك در يك سانتي     (صورت عرضي برش    
ها به درون سوسپانـسيون بـاكتري        داده شد و سپس اين تكه برگ      

پـس از آن    .  دقيقه در اين شرايط قرار گرفت      10منتقل و به مدت     
هـاي گيـاهي     كشتي حاوي هورمون   وي محيط هم  هاي حا  در پليت 

)NAA 1/0 گرم در ليتـر،       ميليBAP 2  بـه  )  در ليتـر   گـرم   ميلـي
در اين مدت شرايط تاريكي و      .  ساعت كشت داده شد    48مدت  
هـاي   سـپس تكـه بـرگ     . گراد اعمال شـد     درجه سانتي  25دماي  

گـر بـا    آغشته به آگروباكتريوم براي باززايي بـه محـيط گـزينش        
 و سفوتاكـسيم  ) گرم در ليتر    ميلي 50(سب كانامايسين   غلظت منا 

)Cefotaxime ()200 بعـد از   . انتقـال يافـت   ) گرم در ليتر    ميلي
هـا شـروع بـه بـاززايي         ها از كنـار بـرگ       روز جوانه  14گذشت  
هـا بـراي     هاي اوليه ايـن جوانـه      پس از ظاهر شدن برگ    . كردند

انتقـال  تر به درون شيشه و روي همان محـيط قبلـي             رشد كامل 
 و  BAPهاي   زايي هورمون  در مرحله بعد به منظور ريشه     . يافتند

NAA          هـا،    از محيط كشت حـذف شـد و پـس از رشـد ريـشه
دهـي بـذر    گياهان به خاك منتقل شدند و در نهايت پس از گـل       

  .دست آمد گياه تراريخت به
  

  PCRتأييد تراريختي گياهان توتون از طريق 
، ]16[ستخراج ژنوم از گيـاه      با استفاده از روش بهينه شده ا      

DNA   گياهـان تراريخـت بـا      . ها استخراج شـد     ژنومي از نمونه
 و جفت آغازگرهاي ذكر شـده ارزيـابي         PCRاستفاده از آزمون    

 درصد الكتروفورز و پس     1 روي ژل آگارز     PCRمحصول  . شد
  . آميزي با اتيديوم برومايد ارزيابي شد از رنگ

 سازي حيوان آزمايشگاهي با استفاده از پروتئين       ايمن
  يب دوگانهنوترك
سـازي   هاي گياه تراريخت براي ايمـن      سازي برگ  آماده
  ها موش

 ساعت در سـرما     24ها به مدت     گيري نسبي، برگ   براي آب 
ها  سپس نمونه . شد) Lyophilization(و با كمك خلأ ليوفليزه      

. درون هاون چيني با كمك ازت مايع به طور كامل ساييده شـد            
 آرد بـه صـورت      بافت يكنواخت شده به كمـك كمـي شـكر و          

هـا از    سـازي مـوش    درآمد و بـراي ايمـن     ) كوكتل شده (منسجم  
با توجه بـه مقـادير محاسـبه شـده          . طريق خوراكي استفاده شد   

پروتئين نوتركيب هر بسته توتون كوكتل شده از نظر وزنـي بـه             
 ميكروگـرم پـروتئين دوگانـه       10اي آماده شد كـه حـاوي         گونه

 ـ   . نوتركيب مورد نظر باشد    ژن بـه    ين هـر دوز آنتـي     غـذا وآب ب
  .ها مهيا شد ميزان كافي براي موش

  

تعيين غلظت پروتئين نوتركيب توليـد شـده در         
  ELISAگياه با استفاده از روش 

كه قبلاً در   ) IT) rIT، پروتئين   ELISAبا استفاده از روش     
 ]17[باكتري اشريشيا كلي به صورت نوتركيب توليد شـده بـود         

 نانوگرم كف پليـت     2 ميگروگرم تا    5به صورت سريال رقت از      
 نمودار  ITبادي عليه    سپس با استفاده از آنتي    . شد) coat(تثبيت  

رسـم  ) Tirپروتئين دوگانـه اينتيمـين و        (ITاستاندارد پروتئين   
پس از اين مرحله پروتئين تام از گياه تراريخـت اسـتخراج            . شد

غلظت آن محاسـبه    ) Bradford(از روش برادفورد    و با استفاده    
 ميكروگرم از پروتئين تام گياه تراريخت در پليت         10ميزان  . شد

ELISA        بادي ذكر شـده      بارگيري شد و سپس با استفاده از آنتي
دسـت آمـده     بـه ODميزان .  انجام گرفتELISA واكنش   ]17[

اساس آن ميـزان غلظـت        استاندارد قرار داده شد و بر      در نمودار 
ايـن  .  توليـد شـده در گيـاه محاسـبه شـد           ITپروتئين نوتركيب   

  .آزمايش سه بار تكرار شد
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 نتايج

 TA وكلون آن در ناقـل       itتكثير ژن دو قسمتي     
)pTZ57R(  

با استفاده از ژن كايمريك سه قسمتي با ترجيح كدوني گياه           
 تكثيـر و    PCR از طريـق واكـنش       it، ژن   ]13[به عنـوان الگـو      

نتيجـة  .  درصد بررسـي شـد     1محصول واكنش روي ژل آگارز      
پس از  .  بخش الف نمايش داده شده است      1اين تكثير در شكل     
 محصول اتـصال    pTZ57R/T در ناقل    PCRكلون كردن قطعه    

 از طريـق شـوك      DH5αبه درون سلول مستعد اشريـشيا كلـي         
از كلوني رشد يافته استخراج پلاسـميد       . حرارتي انتقال داده شد   

هاي دو سـر ژن بـراي        انجام شد و هضم آنزيمي با كمك آنزيم       
  ). بخش ب1شكل (هاي مربوط صورت گرفت  تأييد كلون

  

    

    
 با ترجيح كـدوني گيـاهي بـا آنـزيم            it ژن   PCR محصول   )الف (1شكل  

High fidelity DNA polymeraseنـشانگر انـدازة   )1ستون  ؛ DNA 100 
بـه    با ترجيح كدوني اشريشيا كلي     it ژن   PCR محصول   )2ستون  بازي،   جفت

 محـصولات هـضم آنزيمـي بـر روي چنـد كلـوني              )ب(عنوان كنترل مثبت؛    
 نـشانگر انـدازه     )1سـتون    ؛it نوتركيـب حـاوي ژن       pTZ57R/Tمختلف از   

DNA 100ســميد  پلا)4-2هــاي  ســتونبــازي،   جفــتpTZ57R/T حــاوي 
  SacI و XbaIهاي  ، برش خورده با آنزيمitقطعات دوگانه 

در ناقـل بيـاني      itدوگانـه   ژن  سازي   زير همسانه 
pBI121به داخل آگروباكتريوم در گياه و انتقال   

 بـراي   CaMV35S داراي پروموتر عمـومي      pBI121ناقل  
 و pBI121براي اين منظور ناقل . بيان در كل ساختار گياه است   

 XbaI حاوي سازه ژني با دو آنزيم        pTZ57R/Tناقل نوتركيب   
سازي قطعات مورد نظر، واكنش       هضم و پس از خالص     SacIو  

اتصال و عمل انتقال پلاسميد نوتركيب به درون سـلول مـستعد            
.  از طريق شـوك حرارتـي انجـام گرفـت          DH5αاشريشيا كلي   

و هـضم   )  الف 2شكل   ( PCRها از دو روش      براي تأييد كلون  
  .استفاده شد)  ب2شكل (آنزيمي 

  

\ 
 

 
  

هاي حـاوي قطعـه       از كلون  PCR الگوي الكتروفورز محصول     )الف (2شكل  
 )1سـتون    روي ژل آگارز يك درصد؛       pBI121 در ناقل    itدو قسمتي   دوگانه  

هاي حاوي قطعه   تجزيه و تحليل كلون)6-2هاي   ستون،  DNAنشانگر اندازه   
 pBI121 الگوي الكتروفورز محصول هـضم آنزيمـي         )ب(دوگانه مورد نظر؛    

 روي  SacI و   XbaI بـا دو آنـزيم       it دو قسمتي نوتركيب حاوي قطعه دوگانه     
 )4-2هـاي    سـتون ،  DNA نـشانگر انـدازه      )1سـتون   ژل آگارز يك درصد؛     

هاي   برش خورده با آنزيم  itدو قسمتي    حاوي قطعه دوگانه     pBI121پلاسميد  
XbaI و SacI  

  
 نوتركيب به داخـل آگروبـاكتريوم انجـام و          pBI121انتقال  

 PCRهاي نوتركيب از طريـق       هاي ژني در باكتري    حضور سازه 
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بــا آغازگرهــاي اختــصاصي ارزيــابي و حــضور ژن تأييــد شــد 
مراحل تراريختي و باززايي نيز طبـق       ). ها ارايه نشده است    داده(

  .انجام شد) ها بخش مواد و روش(هاي استاندارد  روش
  

  توتونت و تراريختي گياه كشت باف
به عنوان بافـت    ) اي سه هفته (هاي جوان گياه توتون      از برگ 

بـراي تراريختـي از     . هدف براي انتقال ژن به گياه اسـتفاده شـد         

ها با آگروباكتريوم    اين برگ . قطعات برگ گياه جوان استفاده شد     
كـشتي   هاي حاوي محيط هـم     نوتركيب آغشته و سپس در پليت     

بـه  ) هـا مراجعـه شـود      به بخش مـواد و روش     (حاوي هورمون   
هـاي   پس از ظاهر شدن بـرگ     .  ساعت كشت داده شد    48مدت  

هـا انتقـال     تر به درون شيـشه     ها براي رشد كامل    اوليه اين جوانه  
 گياه رشد كافي داشتند و تبديل بـه گيـاه           10يافتند و در نهايت     

  ).3شكل (كامل شدند 

  

     
 

  ، جداسازي گياهان تراريخت از غير تراريختتوتونني به گياهان  مراحل انتقال سازه ژ3شكل 
  

    
 ژنومي استخراج شده از گياهان تراريخـت بـا   DNA روي PCR آزمون  4شكل  

 از PCR محـصول    )9 تـا    1چاهـك   ؛  itاستفاده از آغازگرهـاي اختـصاصي ژن        
DNA     هاي گياهي واجد ژن مورد نظر هستند        هاي گياهان تراريخت، همه نمونه. 

تراريخـت    ژنـومي از گيـاه غيـر       DNA با استفاده از     PCR محصول   )Wچاهك  
 بـا اسـتفاده از پلاسـميد نوتركيـب     PCR محـصول  )+Cچاهك  ،  )كنترل منفـي  (
  بازي  جفتDNA 100نشانگر اندازه  )Mچاهك ، )كنترل مثبت(

  

  تجزيه و تحليل مولكولي گياه تراريخت
 گياهان   به منظور اثبات حضور سازه ژني در       PCRآزمون  

  تراريخت شده
DNA      بـا اسـتفاده    .  از بافت گياهان تراريخت استخراج شد

 با آغازگرهاي اختصاصي    PCR خالص شده واكنش     DNAاز اين   
  درصـــد1 انجـــام شـــد و محـــصول آن روي ژل آگـــارز itژن 

اي به انـدازه    انجام شده قطعه   PCRاز محصول   . الكتروفورز شد 
 4 اين تكثيـر در شـكل        جهنتي. ايجاد شد باز    جفت 1200تقريبي  

 .قابل مشاهده است

  

 در  ITبررسي ميزان توليـد پـروتئين نوتركيـب         
  گياهان تراريخت

براي بررسي كمي توليـد پـروتئين نوتركيـب درون گيـاه            
 پس از اسـتخراج پـروتئين كـل از مقـدار مشخـصي از         توتون

برگ، ميزان پروتئين محلول به روش برادفـورد تعيـين شـد و             
  Total Soluble( از ايــن پــروتئين  روگــرم ميك10ميــزان 

Protein: TSP ( هـاي   درون چاهـكELISA  بـا  .  تثبيـت شـد
در مطالعات قبلي همين     توليد شده    ITبادي عليه    استفاده از آنتي  
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در اين آزمـون    .  حضور پروتئين مورد نظر ارزيابي شد      ]17[گروه  
OD  آمده با نمودار استاندارد     دست    هاي بهELISA   مقايسه شـد  .

 از كـل     درصـد  2/0نتايج نشان داد كه در بهتـرين حالـت ميـزان            

نتـايج  .  اسـت ITهاي برگ متعلق به پروتئين نوتركيـب      پروتئين
انجـام  ) 31،  12،  1هـاي    رده(اين تجزيه و تحليل روي سه گياه        

  . آمده است5شد كه نتيجه آن در شكل 
  

                      
  

بـه   تراريخت و گياه غير   تراريختدست آمده گياهان      هاي به  OD مقايسه   )الف(؛  ELISA به روش    توتون تعيين ميزان پروتئين نوتركيب در برگ گياه تراريخت          5شكل  
 هاي گياهان  معرف ردهT31و  T12 و T1ستون ت،   در گياهان تراريخ   IT بررسي ميزان بيان پروتئين نوتركيب       )ب(عنوان كنترل براي محاسبه غلظت پروتئين نوتركيب،        

   . استتراريخت
  

  
  

هـاي ايمـن، محـور     هاي تهيه شده از سرم موش رقت: ؛ محور افقيITدو قسمتي   عليه پروتئين نوتركيبIgGبادي از كلاس   تعيين تيتر آنتي برايELISA نتايج 6شكل 
  .دست آمده است  بهITهاي نوتركيب دو قسمتي  يه پروتئينهاي مختلف سرم موش ايمن عل  كه از رقتODميزان : عمودي
  

  ELISAبادي به روش  ارزيابي توليد آنتي
در بدن   IgGبادي توليد شده از كلاس       براي تعيين تيتر آنتي   

عليـه  ) هاي گيـاه تراريخـت     دهي با برگ   پس از خوراك  (حيوان  
نمودار ارايه شده   .  استفاده شد  ELISAپروتئين نوتركيب روش    

بادي توليد شده در حيوانات و پـس          بيانگر تيتر آنتي   6ر شكل   د
نتايج . سازي با دوز خوراكي گياه تراريخت است       از هر بار ايمن   

دهــد كــه پــس از هــر مرحلــه  حاصــل از آزمــايش نــشان مــي

بادي در مقايسه بـا      سازي با دوز خوراكي، افزايش تيتر آنتي       ايمن
ها پـس از     ين پروتئين به عبارت ديگر؛ ا   . كنترل قابل توجه است   

بـادي   ورود به بدن حيوان و از طريق خوراكي قدرت توليد آنتي          
  . را دارد
  

  بحث
زاي اشريشيا كلـي     هاي بيماري  تحقيقاتي كه قبلاً روي سويه    
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O157:H7          انجام شده نشان دهنده آن است كه اسـتفاده از كـل
توانـد در بـدن      باكتري به صورت تخفيف حدت داده شـده مـي         

جاد ايمني نمايد ولي همواره اين خطر وجود دارد كـه           حيوان اي 
هـاي   علاوه بر آن واكـسن    . ]1[باكتري به حالت وحشي برگردد      

ژن بـه   ضعيف شده در كنار مزاياي خـود در مـورد توليـد آنتـي          
ــور ــسم  ص ــا ارگاني ــن اســت ب ــي، ممك ــب،  ت طبيع ــاي رقي ه
. هـاي موجـود مهـار شـود       ) بـادي  آنتي(ها يا پادتن     بيوتيك  آنتي

توجه به اين نكته نيز مهم است كه به دليل احتمال آلوده شـدن              
هـا، امنيـت لازم نيـز        ساير حيوانات غير هدف با اين ارگانيـسم       

واد بنـابراين رويكـرد جديـدي در توليـد م ـ         . شـود  تضمين نمي 
در .  بــه صــورت نوتركيــب و تجــويز آن مطــرح شــدزا ايمنــي
هاي پروكاريوتيك و يوكـاريوت      هاي اخير علاوه بر سيستم     سال

ساده، گياهان تراريخت نيز به عنوان توليد كننـده زيـستي بـراي      
هـا در    توانـايي ايـن ميزبـان     . انـد  ژني مطرح شده   توليد مواد آنتي  

زا به دستگاه    هاي ايمني  توليد و در شرايط خاص عرضه مولكول      
زا از جمله    هاي بيماري  محل عفونت بسياري از باكتري    (گوارش  

هـاي   سبب شده كـه ايـن گياهـان بتواننـد پاسـخ           ) اشريشيا كلي 
ويژه در محل اصلي و سـپس ايمنـي          سيستم ايمني مخاطي را به    

. ]11[سيستميك را در كل بدن موجـود زنـده تحريـك نماينـد              
هايي هستند كه فاقـد      علاوه بر آن؛ گياهان قادر به توليد فرآورده       

هاي انساني است و همچنين داراي امكانات       زا آلودگي به بيماري  
هـا    هاي يوكاريوتي براي پردازش پس از ترجمه پـروتئين         سلول

  )Folding(هـاي قنـدي و تـاخوردگي         نظير افـزودن مولكـول    (
هـاي   ز هزينـة توليـد پـروتئين      از نظر اقتصادي ني   . هستند) مناسب

هـا در    نوتركيب در گياهـان تراريخـت كمتـر از هزينـه توليـد آن             
توجه بـه   . است هاي پروكاريوتي نظير باكتري اشريشيا كلي       سلول

هـاي گيــاهي بـه عنــوان    ايـن نكتــه نيـز اهميــت دارد كـه ســلول   
هايي  ژن توانند آنتي  كنند و مي   هاي محافظتي عمل مي    ميكروكپسول

نظيـر  (هـاي هـدف      رد واكسن را پيش از رسيدن به بافت       با عملك 
   .، از تجزيه در دستگاه گوارش فوقاني حفظ نمايند)روده

مطالعات صورت گرفتـه در مـورد بـاكتري اشريـشيا كلـي             
O157:H7     زايي  ترين عامل بيماري    مشخص كرده است كه مهم

هـاي روده ميزبـان      اين باكتري ابزارهاي اتصال باكتري به سلول      
هـاي ميزبـاني چنـدين       براي اتصال باكتري به سـلول     . ]1[ است

 EspA و اينتيمـين و  Tirهـاي   پروتئين نقش دارد كـه پـروتئين     
 با توليد يـك كانـال       EspA. ]6[نمايد   ترين نقش را ايفا مي     مهم

هاي مهم در ميانكنش     ارتباطي نقش اوليه را براي انتقال پروتئين      
چـه   امـا آن  . هاي ميزبـاني بـر عهـده دارد        باكتري با سطح سلول   

 Tirوظيفه اتصال پايدار را بر عهده دارد، ارتبـاط بـين پـروتئين     
 بـه سـلول ميزبـان منتقـل و در           EspAكه به واسـط عملكـرد       (

از سـلول   (و پروتئين غشايي اينتيمين     ) غشاي آن جايگزين شده   
 ، EspA ،EspB،EspEهاي  جا كه پروتئين ناز آ. است) باكتري

Tir            و اينتيمين نقش اساسي در اتصال و كلونيزاسـيون بـاكتري 
تواند از بروز بيمـاري جلـوگيري        دارد و جلوگيري از اتصال مي     

ها به عنوان كانديـداهاي خـوبي بـراي ايجـاد            كند، اين پروتئين  
  توسـط  2010در تحقيقي كه در سال      . است واكسن شناخته شده  

 Tir نـشان دادنـد كـه        ]18[ و همكارانش انجام شد      )Fan(فان  
 در سرم و مـدفوع      IgA و   IgGخالص شده باعث افزايش تيتر      

هاي مورد آزمايش كاهش     همچنين در مدل  . شود انسان و دام مي   
ن اي. شود در مدفوع نيز ديده مي     O157:H7ميزان اشريشيا كلي    

 را در فرمولاسـيون واكـسن موكوسـي بـراي           Tirنتايج پتانسيل   
 در مطالعـه    .دهد نشان مي  O157:H7پيشگيري تجمع و ريزش     

، EspAديگري نـشان داده شـد كـه واكـسن خـوراكي حـاوي               
EspB       و اينتيمين ميزان اشريشيا كلي O157:H7     را در ريـزش 

مدفوعي گوسفند كاهش داده اسـت و ايـن اولـين گـزارش در              
رد هدف قـرار دادن سيـستم ايمنـي گوسـفند بـراي كـاهش               مو

نتايج تحقيقـاتي كـه در ايـران انجـام     . ]19[ريزش مدفوعي بود   
هـاي   زا از پـروتئين    هاي ايمني  دهد كه توليد بخش    شده نشان مي  
EspA (E) ــين ــاه  Tir (T)و ] Intimin (I)[، اينتيم در گي

ســازي حيوانــات مــدل از طريــق خــوراكي  خــت و ايمــنتراري
و مخـاطي   ) IgG(تواند موجـب تحريـك ايمنـي هومـورال           مي

)IgA (  در تحقيقي ديگر نشان داده شد كه خوراندن        . ]13[شود
 زنده و ضعيف شده بـه مـوش كـه           )Salmonella (سالمونلاي

، EspAئين دوگانـه شـامل قطعـاتي از         قادر به بيـان يـك پـروت       
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) Shiga Toxin) (StxB(اينتيمين و زير واحد بتاي سم شـيگا  
 EHECباشد، به خـوبي حيـوان را در برابـر دوزهـاي كـشنده               

  .]20[نمايد  حفظ مي
ها را در ايمن بخشي      ژن نتايج اين تحقيقات كارايي اين آنتي     

چــه در اســتراتژي  امــا آن. دهــد طريــق خــوراكي نــشان مــياز 
 مناسـب   زاي سازي داراي اهميـت اسـت، انتخـاب ايمنـي          ايمن
ژن و ايجاد ايمنـي      ها استفاده از حداقل آنتي      در اين روش  . است

به عبارت ديگر؛ تلاش شـد كـه بـا          . حداكثري بسيار مهم است   
  از سـاختار سـه قـسمتي       EspAحذف توالي سـازنده پـروتئين       

 و اينتيمـين    Tirزاي   هـاي ايمنـي    ، پروتئيني حـاوي بخـش     ]13[
اين امر بدين لحاظ اهميت دارد كـه از نظـر كـاري             . ايجاد شود 

تـر بـوده و بيـان آن نيـز در      تشكيل اين سازه ژني كوتاه راحـت      
 ـ  . سلول ميزبان با مشكل كمتري مواجه خواهد شـد         ا همچنـين ب

توان عوارض جانبي احتمـالي حاصـل        كاهش اندازه پروتئين مي   
  . از تجويز آن در بدن موجود زنده را كاهش داد

در اين تحقيق در ادامه تحقيقات قبلي ابتدا ژن مصنوعي دو           
سـازي شـده بـود       هاي گيـاه بهينـه      كه براساس كدون   itقسمتي  

 CaMV35S كه واجد پيـشبرنده عمـومي        pBI121درون ناقل   
ــسانهاســت ــر هم ــاكتريوم   ، زي ــق آگروب ــد و از طري ــازي ش س
ــومي ــد     ت ــل ش ــون منتق ــاه توت ــه گي ــينس ب ــن روش . فاش اي

تـرين   تـرين و ارزان    ساده) Transformation(ترانسفورماسيون  
هاي ترانسفورماسيون گياه اسـت      روش در مقايسه با ساير روش     

 از ويـروس موزاييـك      CaMV35Sبرنـده عمـومي      پيش. ]21[
جدا شـده اسـت و   ) Cauliflower Mosaic Virus(فلور  كالي

هاي قابل اسـتفاده در   برنده ترين پيش  معمولترين و    يكي از قوي  
 در تمـامي    برنـده  ايـن پـيش   . تحقيقات گياهان تراريخت اسـت    

مراحل زندگي گياه از لحظه تشكيل سـلول گيـاه تراريخـت تـا              
رود كـه     بنابراين انتظـار مـي     .انتهاي بذردهي امكان فعاليت دارد    

هاي مختلف گيـاه تحـت تـأثير مراحـل          توليد پروتئين در بخش   
 از نظـر توليـد پـروتئين در         توتونگياه  . رشد و نمو آن قرار نگيرد     

 وزن  1/0انمند نيست و تنها حـدود       هاي مختلف چندان تو    قسمت
در مطالعـات   . هـاي محلـول اسـت      برگ اين گياه شامل پروتئين    

 Labile(ژن باكتريايي كار شـده اسـت         مشابه كه روي يك آنتي    

Toxin Beta: LTB (   4/0-1/0ميزان بيان در گياه توتـون بـين 
در ايـن مطالعـه نيـز ميـزان         . ]15[درصد گـزارش شـده اسـت        

گرچـه  .  درصد از پروتئين محلول رسيد     2/0پروتئين توليدي به    
هاي توليدي اين مقدار زياد نيست اما        در مقايسه با ساير سيستم    

 توليد مقـاديري در     ]22،  15[در مقايسه با ساير مطالعات مشابه       
. رسـد  وتئين محلول قابل قبول به نظـر مـي         درصد پر  2/0حدود  

كارگيري  ها بر مبناي گياه توتون و به       هرچند با بهينه شدن كدون    
ترجمـه در   توانـد موجـب افـزايش        هاي تنظيمي كـه مـي      ترادف

رفـت مقـادير پـروتئين توليـد شـده       ميزبان گياهي شود، انتظار مي  
اه قرارگيـري   البته با در نظر گرفتن جايگ     . بيشتر از اين مقادير باشد    

 و همچنـين  )Positional Effect(ژن مورد نظر در داخل ژنـوم  
هاي وارد شده به گياه، ارزيابي اين نتيجه چندان هم     تعداد نسخه 

توان ميزان بيان اين پروتئين دوگانـه در         دقيق نخواهد بود اما مي    
  . برگ گياه توتون را مناسب دانست

زم بـود كـه حجـم       ژن لا  براي تأمين مقادير مناسب از آنتـي      
. دهـي حيـوان كـاهش يابـد        هاي مورد استفاده در خـوراك      برگ

. بدين منظور از روش خشك كردن در خلأ و سرما استفاده شد           
كـارگيري   ها حائز اهميـت اسـت كـه بـه          البته توجه به اين نكته    

ژن  تواند بر مقـادير آنتـي      روش خشك كردن در خلأ و سرما مي       
رسد نتـايج     همين دليل به نظر مي     به. يا ساختار آن تأثير بگذارد    

دست آمده با استفاده از برگ توتون تنها به عنوان يـك مـدل                به
تـر   يـابي بـه نتـايج كـاربردي        قابل بررسي است و بـراي دسـت       

بنـابراين  . بايست نوع گياه و بافت مورد استفاده تغيير نمايـد          مي
هاي خوراكي گياهان نظير دانه و بذر يـا ميـوه            كارگيري بخش  به

ــت   ــد داش ــت خواه ــل از  . ]23، 11[ارجحي ــايج حاص ــا نت ام
هاي   با استفاده از سرم موش     ELISAسازي و انجام آزمون      ايمن

دهـي ميـزان     ايمن شده نشان داد كـه پـس از هـر بـار خـوراك              
در بــدن ايــن حيوانــات افــزايش ) IgGاز كــلاس (بــادي  آنتــي
هـا از سيـستم    ژن رسد كـه جـذب ايـن آنتـي         نظر مي به  . يابد مي

گوارش به خوبي صورت گرفته و سيستم ايمنـي بـدن نيـز بـه               
البته توجه بـه ايـن      . خوبي نسبت به آن واكنش نشان داده است       

اي اسـت و     نكته اهميـت دارد كـه مـوش پـستاندار تـك معـده             
ژن مورد نظـر بـا تغييـر كمتـري بـه روده و محـل تجمـع                   آنتي



Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

  و همكارانفريده صابري
  

 34  1391 پاييز، 3، شماره 15، دوره  آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس  34

نظيـر  (رسد اما در حيوانات  مي) Peyers Patch(پير هاي  پلاك
 مرحلـه   4ژن به بافـت هـدف، بايـد از           قبل از رسيدن آنتي   ) گاو

ژن مـورد    بگذرد؛ بنابراين احتمال تغيير در آنتـي      ) معده(گوارش  
گرچه اظهار نظر نهايي در مورد اين مسئله نياز         . نظر وجود دارد  

  .هاي بيشتر آزمايشگاهي دارد به بررسي
زايـي نـشان داد كـه        شاهدات انجام شده در مـورد ايمنـي       م

سـازي حيوانـات بـا دو        بادي توليد شده در اثر ايمني      ميزان آنتي 
ژن   آنتـي  3 كمتر از مقاديري است كه بـا         Tirژن اينتيمين و     آنتي

ن بـا   بنـابراي . ]13[شـود    ايجـاد مـي   )  تـايي  3ساختار مصنوعي   (
و امكـان  ) دو قـسمتي (ژن   تر شدن سـاختار آنتـي      وجود كوچك 

هاي مختلف، ميـزان ايمنـي ايجـاد         تر آن در سيستم    توليد راحت 
  . شده كمتر است

هـا روي عملكـرد گيـاه بـه      نكته نهايي آثار وجـود ايـن ژن    
نتايج نشان داد كه گياه تراريخت در مقايسه        . عنوان ميزبان است  

 ديرتـر رشـد كـرده و مراحـل گـل و             يا گياهان غير تراريخـت    
گرچه ايـن مـسئله     . كند دهي را كندتر از گياه طبيعي طي مي        بذر

، اما اين مسئله    ]13[هاي گذشته مشاهده نشده است       در آزمايش 
توانـد از نقـاط قابـل تأمـل ايـن            از جمله مواردي است كه مـي      

از سوي ديگر؛ هرچنـد اثـر       . سوب شود مولكول دو قسمتي مح   
بيان تراريخت روي ميزبان از جمله مواردي است كـه در همـه             

قابل بررسي اسـت،    ) اعم از پروكاريوت و يوكاريوت    (ها   ميزبان
دهي را تحت تأثير قرار      اما در مورد گياه چون مراحل گل و بذر        

تواند انتقال تراريخت به نـسل بعـدي را          دهد و در نتيجه مي     مي
  .دچار مشكل نمايد، از اهميت بيشتري برخوردار است

بندي با طراحي و بيان موفق يك پروتئين دوگانه و           در جمع 
در سـطح   (زا بـودن آن هنگـام مـصرف خـوراكي            اثبات ايمنـي  

توان انتظار داشت كه مراحل بعـدي        مي) بادي توانايي توليد آنتي  
، زاهـاي مـصنوعي    كـارگيري ايمنـي    شامل طراحي، ساخت و به    

سازي از طريق دهاني را به عنوان روشـي مناسـب معرفـي              ايمن
  .كرده و كار با قدرت بيشتري ادامه يابد

  

  تشكر و قدرداني
فناوري  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست     وسيله از    بدين

، امكانات آزمايشگاهي و    )368طرح شماره   (براي تأمين منابع مالي     
  .شود يشرايط انجام اين تحقيق سپاسگزاري م
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