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Transient Expression of Recombinant PARS II Endonuclease 
Enzyme Using Agroinfiltration in Tobacco
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detection ... [3] Screening human genes for small alterations ... [4] Development of a rapid, 
reliable genetic ... [5] Discovery of single-nucleotide mutations in ... [6] EcoTILLING for 
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... [28] Recombinant nucleases CEL I from celery and SP I from spinach for mutation ... 
[29] Method for producing highly sensitive endonucleases, novel preparations of
endonucleases  ... 

Aims The production of recombinant proteins in transgenic plants (molecular farming) is 
considered a functional aspect of genetic engineering. Unlike animal and bacterial cell-based 
production systems, proteins produced by plants are very safe and have low production costs 
due to the absence of common pathogens in humans and animals. The aim of this study was 
the transient expression of recombinant PARS II endonuclease enzyme using agroinfiltration 
in tobacco.
Materials & Methods In this experimental study, the possibility of producing a recombinant 
form of PARS II endonuclease was investigated, using transient expression system via 
Agrobacterium. The pBI-Pars expression construct (based on the binary vector pBI121) 
containing the full sequence of the PARS II encoder, upstream kozak, and a downstream 8x-His 
tag sequence, was infiltrated into Nicotiana tabacum leaves with Agroinfiltration method. 
After 72 hours, the expression of PARS II gene in agroinfiltrated leave samples was confirmed 
through Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and protein Dot-blot, 
using Anti-His antibody at the levels of mRNA and protein, respectively.
Findings The accuracy of the constructed expression construct was confirmed, and the results 
of Dot-blot by Anti-His antibody confirmed the expression of the recombinant PARS II protein, 
while no recombinant protein expression was observed in agroinfiltrated control plants with 
pBI121 construct. Significant amounts of recombinant PARS II nucleases were produced in 
tobacco leaves.
Conclusion Agroinfiltration is an effective and short-term method for mass production of pure 
recombinant PARS II nucleases in tobacco.
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 PARSبیان موقت فرم نوترکیب آنزيم اندونوکلئاز 
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  چکيده

های نوترکیب در گیاهان تراریخته (زراعت مولکولی)، یکی  پروتئینتولید اهداف: 
های تولیدشده  پروتئین .شود های کاربردی مهندسی ژنتیک محسوب می از جنبه

های جانوری و  های تولید مبتنی بر سلول توسط گیاهان بر خلاف سیستم
ار ایمن زای مشترک انسان و دام، بسی علت عدم وجود عوامل بیماری باکتریایی به

بیان موقت فرم نوترکیب  ،تولید پایینی دارند. هدف این پژوهش  و هزینه هستند
توتون  گیاه در آگرواینفیلتراسیون روش از استفاده با PARS IIآنزيم اندونوکلئاز 

  بود.
امکان تولید فرم نوترکیب اندونوکلئاز در مطالعه تجربی حاضر،  ها: مواد و روش PARS II مورد بررسی  واسطه آگروباکتریوم سیستم بیان موقت بها استفاده از ب

) حاوی توالی pBI121(مبتنی بر ناقل دوگانه  pBI-Parsقرار گرفت. سازه بیانی 
در بالادست و توالی رمزکننده هشت  کوزاک، توالی کوتاه PARS IIکامل رمزکننده 

اسیون به دست ژن، ساخته و با روش آگرواینفلتر آمینواسید هیستیدین در پایین
ساعت،  ۷۲تزریق شد. پس از گذشت  (Nicotiana tabacum)های توتون  برگ

و بلات  RT-PCRشده با واکنش  های آگرواینفیلتره بیان ژن مورد نظر در نمونه
و پروتئین انجام  mRNAترتیب در سطح  بادی ضدهیستیدین به ای با آنتی نقطه
  شد.
ای با  نتایج بلات نقطه تایید شد وشده  صحت سازه بیانی ساختهها:  یافته
را مورد تایید قرار داد،  PARS IIبادی ضدهیستیدین، بیان پروتئین نوترکیب   آنتی

در حالی که هیچ نشانی از بیان پروتئین نوترکیب در گیاهان شاهد 
مشاهده نشد. مقادیر قابل توجهی از نوکلئاز  pBI121شده با سازه  آگرواینفیلتره

  های توتون تولید شد. در برگ PARS IIنوترکیب 
مدت برای تولید  روش آگرواینفیلتراسیون یک روش موثر و کوتاه گیری: نتیجه

  در گیاه توتون است. PARS IIانبوه نوکلئاز خالص نوترکیب 
، آگرواینفیلتراسیون، PARS IIرشته، اندونوکلئاز  نوکلئازهای اختصاصی تک ها: کلیدواژه
 توتون

  
  ۲۳/۰۹/۱۳۹۵ تاريخ دريافت:
  ۲۳/۰۳/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:
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  مقدمه

ها،  ها و جهش اعم از چندشکلی DNA هشناسایی تغییرات ناشناخت
های مختلف حایز  های تحقیقات ژنتیک از جنبه در بسیاری از عرصه

تعیین  همچون های غربالگری متعددی تکنیکاهمیت است. 
، استفاده از شعاع نور Taq-man، آزمون DNAتوالی قطعات 

، آزمون Real time-PCRدر  (molecular beacons)مولکولی 
 برایها  و ریزآرایه DNAهای  اتصال الیگونوکلئوتید، چیپ

های ژنتیکی محدود ابداع شده است، ولی هیچ  آشکارسازی جهش
نظر  اند هم از بُعد سادگی و هم از نقطه ها نتوانسته یک از این روش

تکنیک با این حال، . [1]حساسیت، انتظارات غربالگر را برآورده سازند
 توانسته (EMC)شدگی ناجوربازها  واسطه جفت هضم آنزیمی به

صورت بالقوه  آل را به تمام معیارهای یک روش غربالگری ایده است
پذیر و با قابلیت استفاده  روش بسیار انعطافبرآورده سازد. این 

خانواده مبتنی بر فعالیت گروهی از نوکلئازهای گسترده بوده و  S1/P1 رشته  تحت عنوان نوکلئازهای اختصاصی تک(SSS)  .است
یافته در محل  جهش DNAهای  ها قادر به برش مولکول این آنزیم

لوپ هترودوپلکس هستند و با عملکرد بسیار مطلوب در شرایط 
ک جهش سازند که ضمن کشف ی آزمایشگاه، محققان را قادر می

مورد نظر پی  DNAیک یا چندنوکلئوتیدی به مکان آن نیز در قطعه 
  . [2]ببرند

های  در حال حاضر، محققان از این تکنیک برای تشخیص جهش
های مختلف  های کوچک در جنبه نوکلئوتیدی و درج و حذف تک

های  شناسی مولکولی و ژنتیک پزشکی شامل پیداکردن آلل زیست
، تفسیر [3]های لاعلاج نظیر سرطان بیمارییافته مرتبط با  جهش

های  ، شناسایی ژن[4]های ژنتیکی وقایع مولکولی عامل ناهنجاری
های   ، اصلاح مبتنی بر نشانگر[6 ,5]کننده صفات کیفی کنترل
، [8]، تعیین تنوع ژنتیکی و مطالعات فیلوژنتیک[7]مولکولی
ها  ژنوم در القاشده موضعی های آسيب قراردادن های هدف  پروژه (TILLING)های القاشده توسط  و ردیابی جهش [10 ,9]، اکوتیلینگ

فینگر نوکلئازها  ای همچون زینک شده نوکلئازهای مهندسی (ZFNs)رونويسی  کننده فعال شبه افکتور ، نوکلئازهای (TALENs)  دار منظم  های کوتاه پالیندروم فاصله تناوبو
  نمایند.  استفاده می [11, 12] (CRISPR/Cas) ای خوشه

رشته از منابع متعددی شامل  نوکلئازهای اختصاصی تک
اند. خصوصیات  ها، گیاهان و جانوران جداسازی شده میکروارگانیزم

بین و نوکلئاز  نوکلئاز مانگ ،(Alteromonas espejiana) آلتروموناس اسپژیانا BAL31نوکلئاز  ،(Penicillium citrinum) سیترینوم پنیسیلیوم P1نوکلئاز  ،(Aspergillus oryzae) اوریزا آسپرژیلوس S1ها از قبیل نوکلئاز  برخی از این آنزیم
 Staphylococcus) اورئوس استافیلوکوکوسمیکروکوکسال 

aureus) صورت  است و اکنون به  خوبی مورد بررسی قرار گرفته به
نوکلئازها در فعالیت این . البته [13]تجاری در دسترس هستند

 آمید قابل ردیابی های کوچک روی ژل آکریل شناسایی لوپ
، اندونوکلئازهای گیاهی اختصاصی EMC. در تکنیک [14]نیست
تاکنون بیش از بقیه  ENDOو  CELرشته از قبیل نوکلئازهای  تک

 CEL IIو  CEL Iاند. نوکلئازهای  مورد توجه و استفاده قرار گرفته
روی  ENDO1؛ ایالات متحده) و IDT؛  ®Surveyor(نام تجاری  DNA  وRNA ای فعال هستند. این نوکلئازها تشکیل  رشته تک
در انتهای سه لوپ  DNAدهند و تنها یک رشته  دایمر نمی

  .[16 ,15 ,5]دهند هترودوپلکس را برش می
های مختلف گیاهی  های آنزیمی جدید در عصاره شناسایی فعالیت
، دانش موجود در مورد ساختار و های متناظر و توصیف آنزیم

مکانیزم عمل این گروه آنزیمی را افزایش داده است و ابزارهای 
های عملکردی جدید را به خزانه آنزیمی مورد  جدید با ویژگی

نماید. در این راستا،  استفاده در تحقیقات غربال جهش اضافه می
یمی تر عصاره آنز و همکاران فعالیت اندونوکلئازی قوی ذوالعلی

و  CEL I در مقایسه با گیاه کرفس (منبع دو آنزیمرا گیاه جعفری  CEL II در برش (DNA پس از [17]اند هترودوپلکس گزارش نموده .
های ژنی مربوط به دو اندونوکلئاز  و همکاران، توالی میرزاییآن،  PARS I  وPARS II  را از گیاه جعفری(Petroselinum 

crispum) نوکلئازهای اختصاصی   ند. میان کلیها هجداسازی نمود
% همولوژی، بیشترین ٩٥با داشتن  PARS IIرشته، نوکلئاز  تک

نشان داده است. مطالعه  CEL IIشباهت ترادف را نسبت به نوکلئاز 
خصوصیات فیزیکوشیمیایی و ساختار مولکولی نشان داده است که 
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  .[18]مطرح باشد CEL IIدونوکلئاز عنوان رقیبی ارزشمند برای ان تواند به این نوکلئاز می
های نوترکیب در گیاهان تراریخته (زراعت مولکولی)،  تولید پروتئین
 .شود های کاربردی مهندسی ژنتیک محسوب می یکی از جنبه

های تولید  های تولیدشده توسط گیاهان بر خلاف سیستم پروتئین
علت عدم وجود عوامل  های جانوری و باکتریایی، به مبتنی بر سلول

تولید   و هزینه هستندزای مشترک انسان و دام، بسیار ایمن  بیماری
کروموزومی  برای بیان اپی (Agrobacterium tumefaciens) تومفاسینس آگروباکتریوم. استفاده از [19]پایینی دارند

های هترولوگ از طریق تزریق سوسپانسیون باکتریایی در  پروتئین
شود.  های برگی تازه، اصطلاحاً آگرواینفیلتراسیون نامیده می بافت

توان با استفاده از  این روش، نوعی سیستم بیان موقت است که می
ز پس از ورود آن، پروتئین خارجی را در مدت کوتاه چند رو

. در این روش [21 ,20]آگروباکتریوم به بافت گیاهی تولید نمود
نیازی به باززایی گیاهان تراریخته از کالوس نیست و از آنجایی که 
ژن مورد نظر در ژنوم درج نخواهد شد، بیان تحت تاثیر اثر مکانی 
قرار نخواهد گرفت. همچنین این روش، برای ایجاد امکان بیان ژن 

هایی کاربرد دارد که دستورالعمل باززایی گیاه یا  ونهدر گ
ترانسفورماسیون پایدار در آنها استقرار پیدا نکرده یا مواردی که 

  .[22 ,20] هدف، بیان یک پروتئین سمی است
 PARS IIتعیین مکانیزم فعالیت و ترجیح سوبسترایی نوکلئاز 

ن روی مستلزم بررسی فعالیت نمونه خالص طبیعی یا نوترکیب آ
هترودوپلکس است. با توجه به بازده پایین  DNAسوبسترای 

منظور  این پژوهش به، [23 ,15]سازی موجود های خالص روش
سازی برای تولید فرم نوترکیب این نوکلئاز انجام گرفت. بنابر  زمینه

 نوترکیب فرم موقت مطالب ذکرشده، هدف پژوهش حاضر بیان
 آگرواینفیلتراسیون روش از استفاده با PARS II اندونوکلئاز آنزيم
  توتون بود. گیاه در
  

  ها مواد و روش
 pBI-Parsمنظور ساخت سازه بیانی  بهدر این پژوهش تجربی، 

، توالی کامل رمزکننده pBI121مبتنی بر پلاسمید ناقل دوگانه 
در بانک ژن) با  JN974459(شماره دستیابی  PARS IIنوکلئاز 

)، ١(جدول  PII-R-fullو  PII-Fاستفاده از آغازگرهای اختصاصی 
-pTZ) و پلاسمید نوترکیب آلمان ؛Pfu )Bioronآنزیم پلیمراز  ParsII نحوی طراحی  تکثیر شد. آغازگر رفت به [18]عنوان الگو به

درست قبل  [24]کوزاکو توالی  BamHIشد که دارای جایگاه برشی 
 ٨ترتیب، توالی رمزکننده  از کدون شروع باشد. همچنین به

سازی آنزیم نوترکیب از  آمینواسید هیستیدین برای تسهیل خالص
در  SacIطریق کروماتوگرافی تمایلی، کدون خاتمه و جایگاه برشی 

 از استفاده شده با آغازگر برگشت تعبیه شد و شماتیک بیان ساخته
). طراحی آغازگرها با ١رسم شد (شکل  SnapGene 3.3.2 افزار نرم

با توجه به انجام شد.  Primer Premier 3.5افزار  استفاده از نرم
آمینواسید) در انتهای آمینی  ٢٢حضور توالی سیگنال پپتید (

کردن سیگنال ترشحی نبود. قطعه  ، نیازی به اضافهPARS IIنوکلئاز 
یمی و انجام واکنش نوکلئوتید) پس از هضم آنز ٩٦٨تکثیرشده (

شد.  (GUS)اتصال، جایگزین توالی رمزکننده آنزیم بتاگلوکورونیداز 
، صحت سازه بیانی با DH5-αسویه  (Escherichia coli) اشریشیا کلیهای باکتری  انتقال پلاسمید ناقل به سلول با

با آغازگرهای  PCRهای هضم آنزیمی و  استفاده از واکنش
-CaMVشده از نواحی پروموتور  اختصاصی و آغازگرهای طراحی

35s (pBI-F) سنتاز و ترمیناتور نوپالین )pBI-R مورد  )۱؛ جدول
شده از  تایید قرار گرفت. نهایتاً با تایید صحت سازه بیانی ساخته

با استفاده از روش  pBI-Parsپلاسمید نوترکیب یابی،  طریق توالی
 GV3101های آگروباکتریوم در سویه  ذوب به سلول - انجماد

  انتقال داده شد.
  

  توالی آغازگرهای مورد استفاده  )١جدول 

طول قطعه مورد نظر  نام آغازگر
  ٣´به  ٥´توالی   باز) (جفت

PII-F  ٩٦٨  GGG AAT GGG  GGA TCCTAT CGT TAT GTT GAC TTA TAC  
PII-R-

full  ٩٦٨  
TTA ATG GTG  GAG CTCGGT GGT ATG GTG GTG ATG GTG ATG CAC TAT TTC AAT ATT GTT AC  

pBI-F  ١١٦٥  GAT GTG ATA TCT CCA CTG AC  
pBI-R  ١١٦٥  TGA TAA TCA TCG CAA GAC CG  
  های برشی با خط مشخص شده است جایگاه آنزیم

  

  
افزار  شده با استفاده از نرم تصویر شماتیک از سازه بیانی ساخته )۱شکل  SnapGene Nos promoterسنتاز،  : پروموتر ژن نوپالینNos terminator :

كلم،  پروموتر ويروس موزایيک گل CaMV 35s:سنتاز،  ترمیناتور ژن نوپالین Kozak sequenceدهنده بیان  : توالی افزایش(GCAACA) ،8xHis برچسب :
  است TAA: کدون خاتمه Stop codonهیستیدین و 

  
کلونی آگروباکتریوم  آگرواینفیلتراسیون: انجام و تلقیح مایه تهیه

مایع  (LB)براث  واجد ناقل نوترکیب در محیط کشت لیزوژنی
گرم در لیتر ۵کلرید و  گرم در لیتر سدیم۱۰گرم در لیتر تریپتون، ۱۰(

گرم در لیتر کانامایسین و  میلی۵۰حاوی  [25]عصاره مخمر) 
شیکر انکوباتور با گرم در لیتر ریفامپیسین، کشت و در  میلی۵۰

ساعت نگهداری  ۷۲مدت  به C˚۲۸دور در دقیقه و دمای ۱۸۰شرایط 
مدت  دور در دقیقه به۲۰۰۰های باکتری با سانتریفیوژ  شد. سلول

دقیقه رسوب داده شدند و بلافاصله در محلول اینفیلتراسیون ۱۲
مولار  میلی۱۰، (MgCl2)مولار کلریدمنیزیم  میلی۱۰شامل 
و  ۶/۵برابر با  pHبا  (MES)اسید  سولفونیک اتانمورفولینو

در دانسیته نوری  ۵/۰میکرومولار استوسرینگون تا رسیدن به ۱۵۰
حاوی  GV3101های آگروباکتریوم سویه  رقیق شدند. سلول ۶۰۰

صورت جداگانه برای تزریق به گیاهان شاهد  نیز به pBI121ناقل 
ریایی حاصل های باکت به روش ذکرشده آماده شدند. سوسپانسیون

ساعت قرارگرفتن در دمای اتاق، با استفاده از سرنگ  ۲پس از 
 Nicotiana)های توتون  لیتری فاقد سوزن به پشت برگ میلی یک

tabacum cv. Xanthi)  ۲هفتگی تزریق شدند (شکل ۶در سن .(
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سپس گیاهان با محفظه پلاستیکی پوشانده و در اتاق رشد با 
ساعت  ۸ساعت روشنایی و  ۱۶نوری و رژیم  C˚۲±۲۳شرایط دمایی 

تاریکی نگهداری شدند. روز بعد محفظه پلاستیکی حذف شد و 
  مدت حداقل دو روز دیگر در همان محیط باقی ماندند. گیاهان به

 PARS IIتعیین مکانیزم فعالیت و ترجیح سوبسترایی نوکلئاز 
مستلزم تولید فرم خالص نوترکیب و تعیین مکانیزم فعالیت آن 

در این مطالعه با هترودوپلکس است. لذا  DNAروی سوبسترای 
استفاده از سیستم بیان موقت مبتنی بر آگرواینفیلتراسیون، امکان 

در سیستم گیاهی  PARS IIتولید فرم نوترکیب آنزیم اندونوکلئاز 
، توالی pBI-Parsور ساخت سازه بیانی منظ بررسی شد. در ابتدا به

در بالادست و  کوزاکهمراه توالی کوتاه  به PARS IIکامل رمزکننده 
دست ژن،  آمینواسید هیستیدین در پایین ۸توالی رمزکننده 

برای ). ۱شد (شکل  pBI121در ناقل دوگانه  GUSجایگزین توالی 
آغازگرهای  آمده براساس دست اطمینان از صحت توالی، سازه ژنی به pBI-F/pBI-R یابی شد. توالی  

  

 

 

  
 a)؛ های توتون با استفاده از سرنگ بدون سوزن اگرواینفیلتراسیون برگ )۲شکل 

تزریق سوسپانسیون باکتریایی  b, c)، ایجاد خراش کوچک با سوزن در پشت برگ
  در محل خراش به درون بافت پارانشیم برگ

برداری  ای پلیمراز نسخه و انجام واکنش زنجیره RNAاستخراج 
ساعت از  ۷۲پس از گذشت  :(RT-PCR)معکوس 

کل با استفاده از  RNAآگرواینفیلتراسیون و اطمینان از بیان ژن، 
های بافت برگی،  کیت استخراج ستونی (دنازیست؛ ایران) از نمونه

؛ DNaseI )Thermo Scientificاستخراج و پس از تیمار با 
میکروگرم  با استفاده از یک cDNAیالات متحده)، رشته اول ا RNA  کل و کیت سنتزcDNA ) رشته اول معکوسThermo Scientific ؛ ایالات متحده)، مطابق دستورالعمل شرکت سازنده

با آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRسپس واکنش  سنتز شد.
ل در دستگاه ترموسایکلر مد PCRهای  ) و تمام واکنش۱(جدول  T1 )Biometra .؛ آلمان) انجام گرفت  

از  ای: نقطه ررسی بیان پروتئین نوترکیب با استفاده از روش بلاتب
معنی ترجمه و تولید  برداری از یک ژن همواره به آنجایی که نسخه

ای برای تایید  پروتئین متناظر آن نیست، از آزمون بلات نقطه
های  گرمی از برگ های یک استفاده شد. نمونه PARS IIترجمه ژن 
کردن  شده در ازت مایع پودر شدند و پس از اضافه اینفیلتره

مولار تریس هیدروکلراید با  میلی۱۰۰لیتر بافر استخراج شامل  میلی۳ pH  اسید تترااستیک آمین دی مولار اتیلن میلی۱۰، ۸برابر با (EDTA)  باpH  میکرومولار۱۵۰واتانول و % بتامرکاپت۵/۰، ۸برابر با 
و سپس سانتریفیوژ با  (PMSF)فلوراید  سولفونیل متیل فنیل
، فاز رویی برداشته C˚۴دقیقه در دمای ۲۰مدت  دور در دقیقه به۱۱۰۰۰

و با  [26]بردفوردشده با آزمون  شد. غلظت کل پروتئین خالص
عنوان استاندارد  به (BSA)استفاده از پروتئین سرم آلبومین گاوی 

  تخمین زده شد.
شده روی  های پروتئینی استخراج مقادیر یکسان جرمی از نمونه

شدن در دمای  گذاری شدند. پس از خشک کاغذ نیتروسلولزی لکه
% و در دمای BSA ۱مدت یک ساعت در محلول  اتاق، کاغذ به C˚۳۷کردن نواحی غیراختصاصی قرار داده شد. با منظور بلوکه ، به 

 - ای با بافر نمکی فسفات دقیقه۵وشوی  انجام سه مرحله شست
بادی مونوکلونال ضدهیستیدین متصل به  ، آنتی(PBS-T)توئین 

؛ ایالات متحده) با Sigma؛ HRPپراکسیداز ( رادیش آنزیم هورس
مدت یک ساعت در  به کاغذ نیتروسلولزی اضافه و به ۱:۱۰۰۰غلظت 
وشوی  سه مرحله شستقرار داده شد. مجدداً  C˚۳۷دمای 

ای انجام گرفت و نهایتاً در حضور سوبسترای رنگی  دقیقه۵
و پراکسیدهیدروژن، بیان پروتئین مورد  (DAB)آمینوبنزیدین  دی

 توتون نظر بررسی شد. از نمونه پروتئین پوششی ویروس موزاییک
شده از ستون کروماتوگرافی نیکل (مقاله  خالص (TMV)تنباکو  یا

ترتیب  شده از برگ گیاه شاهد، به منتشرنشده) و پروتئین استخراج
 عنوان کنترل مثبت و منفی استفاده شد. به
  

  ها یافته
شده و انجام  های ترانسفورم با استخراج پلاسمید از باکتری

باندهای  )، تکثیر١با آغازگرهای اختصاصی (جدول  PCRآزمایشات 
شده را مورد  منطبق بر اندازه مورد نظر، صحت سازه بیانی ساخته

. همچنین واکنش هضم با استفاده از )A -۳(شکل  تایید قرار داد
های پلاسمید  روی نمونه BamHIو  SacIترکیب دو آنزیم برشی 
یافته منطبق بر  انجام و قطعات برش PCRتاییدشده در واکنش 

یابی،  نتایج توالی). B -۳شکل اندازه مورد نظر مشاهده شدند (
شماره دستیابی ( PARS II% همولوژی با توالی ژن ۱۰۰میزان  JN974459 را نشان داد.در بانک ژن (  

 mRNAحاصل از  cDNAبازی از  جفت۹۶۸با تکثیر قطعه 
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برداری از  ، رونوشتpBI-Parsشده با سازه  های آگرواینفیلتره نمونه
  ). ۴ژن به اثبات رسید (شکل 

بادی ضدهیستیدین، بیان پروتئین   ای با آنتی نتایج بلات نقطه
را مورد تایید قرار داد، در حالی که هیچ نشانی از  PARS IIنوترکیب 

شده با سازه  یلترهبیان پروتئین نوترکیب در گیاهان شاهد آگرواینف pBI121  مقادیر قابل توجهی از نوکلئاز ۵مشاهده نشد (شکل .(
دهنده  های توتون تولید شد که نشان در برگ PARS IIنوترکیب 

شده و موفقیت روش آگرواینفیلتراسیون  صحت سازه بیانی ساخته
  برای بیان کارآمد و سریع نوکلئاز بود. 

  

  
های  و هضم آنزیمی نمونه PCRنش الکتروفورز محصولات واک )۳شکل 

 A)( های ناقل منظور تایید پلاسمید به BamHIو  SacIهای  پلاسمید با آنزیم
تکثیر قطعه منطبق بر اندازه مورد نظر ؛ PCRالکتروفورز محصولات واکنش 

و قطعه  pBI-F/pBI-Rبا استفاده از آغازگرهای  ۲   باز) در چاهک جفت۱۱۶۵(
-PII-Rباز) با استفاده از آغازگرهای  جفت۱۰۸۵منطبق بر اندازه مورد نظر ( full/pBI-F  مبین حضور قطعه مورد نظر در پلاسمید ناقل    ۳در چاهکpBI- Pars بازی ( جفت۱۰۰نشانگر مولکولی  ۱چاهک ؛ بودThermo Scientific ؛

هضم آنزیمی  B)است؛  نشانگر کنترل منفی ۴ایالات متحده) و چاهک 
های  منظور تایید پلاسمید به BamHIو  SacIهای  های پلاسمید با آنزیم نمونه
؛ ایالات Thermo Scientificکیلوبازی ( نشانگر مولکولی یک ۵  چاهک، ناقل

های مورد نظر  یافته منطبق بر اندازه قطعات برشمتحده) است؛ 
یید ، حضور پلاسمید ناقل را مورد تا۶  بازی) در چاهک جفت۱۰۴۰۰بازی+ جفت۹۶۸(

  قرار داد)
  

  
شده توتون با  های اگرواینفیلتره در برگ parsIIتایید رونویسی ژن  )۴شکل 

؛ PII-F/PII-R-fullو با استفاده از آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRواکنش 
: سطح نسبی بیان در ۲- ۴بازی، چاهک  جفت۱۰۰: نشانگر مولکولی ۱چاهک 
: کنترل مثبت ۵، چاهک pBI-Parsشده با سازه  های اگرواینفیلتره نمونه

: گیاه شاهد و چاهک ۶عنوان الگو)، چاهک  به pBI-Parsشده  (پلاسمید خالص
  : کنترل منفی (بدون الگو)۷

 

  

  
منظور ردیابی بیان پروتئین نوترکیب  ای به نتیجه آزمون بلات نقطه) ۵شکل  PARS II شده پروتئین پوششی  : کنترل مثبت (نمونه خالص۲، : گیاه شاهد۱؛

شده با سازه  : گیاه آگرواینفیلتره۳،دارای برچسب هیستیدین) TMVویروس 
 pBI-Parsبیانی 

  
  بحث

توتون  گیاه در آگرواینفیلتراسیون روش از استفاده با PARS II اندونوکلئاز آنزيم نوترکیب فرم موقت پژوهش حاضر با هدف بیان
سازی  های نوترکیب با قابلیت خالص دستیابی به آنزیم انجام شد.

های ارزشمند و ایجاد  آسان، گامی بزرگ در راستای تولید آنزیم
های زیادی در زمینه  امکان تولید تجاری آنها است. تاکنون تلاش

 DNAدهنده  ترین نوکلئازهای برش د نوترکیب مهمتولی
توان به تولید نوکلئاز  هترودوپلکس انجام گرفته است. از جمله می CEL I سیستم [27]های بیان مخمر نوترکیب در سیستم ،

 SPI، تولید نوکلئاز [29]، و آگرواینفیلتراسیون[28]باکولوویروس
 ENDO1لئاز ، تولید نوک[28]نوترکیب در سیستم باکولوویروس
 CEL IIو تولید نوکلئاز  [16]نوترکیب از طریق آگرواینفیلتراسیون

  اشاره کرد.  [14]نوترکیب در لارو کرم ابریشم
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های باکتریایی برای بیان  رغم پُرطرفداربودن سیستم علی
دلیل ماهیت گلیکوپروتئینی اغلب  های نوترکیب، به پروتئین

رشته در حالت فعال، تولید این نوکلئازها  نوکلئازهای اختصاصی تک
عنوان  های پروکاریوتی با موفقیت همراه نبوده است. به در سیستم
و  ENDO1منظور بیان  همکاران به و تریکوزهای اولیه  مثال، تلاش CEL I  با موفقیت همراه نبوده  اشریشیا کلیدر سیستم پروکاریوتی

آمده، فعالیت  دست و حتی پس از موفقیت نیز، پروتئین به
و همکاران، در  پیمکین. همچنین [16]نوکلئازی نشان نداده است

های بیان پروکاریوتی موفق  نوترکیب در سیستم CEL Iتولید 
شده برای تولید فرم  های انجام . از سوی دیگر، تلاش[28]اند ودهنب

بودن این نوکلئازها برای  دلیل سمی نوترکیب از طریق بیان پایدار به
های  گیاه با موفقیت همراه نبوده است. لذا در حال حاضر، تکنیک

ها برای بررسی و  ترین روش عنوان یکی از مناسب بیان موقت به
رشته و تولید  کیب اندونوکلئازهای اختصاصی تکارزیابی فرم نوتر

  شوند. تجاری آنها محسوب می
مطالعات متعددی مبنی بر کارآمدبودن روش آگرواینفیلتراسیون 

گزارش شده  S1/P1برای تولید نوترکیب اندونوکلئازهای خانواده 
و همکاران با آگرواینفیلتراسیون توام  تریکوزعنوان مثال،  است. به ENDO1 و p19 منظور ممانعت از  (نوعی پروتئین ویروسی به

 Nicotiana) بنتامیانا نیکوتیاناهای توتون  خاموشی ژن) در برگ
benthamiana) گرم ١٠ند. از ا هبه حد بالایی از بیان دست یافت

ها آزمایش  ماده گیاهی، آنزیم کافی برای انجام بیش از میلیون
شده خام از  خالص ENDO1تشخیص جهش به دست آمده است. 

مدت حداقل  اند آن را به ثبات بالایی برخوردار بوده است و توانسته
منظور نگهداری  نگهداری نمایند. به - ٢٠˚Cچهار ماه در دمای 

اند که آنزیم نشاندارشده با  مدت، این محققان توصیه کرده طولانی
 (Ni-NTA)هیستیدین با استفاده از ستون دارای نیکل 

شده و نشاندار با  خالص ENDO1سازی شود. آنزیم  خالص
مدت دو  توان آن را به هیستیدین، بسیار باثبات بوده است و می

یا بیش از چهار ماه  - ٢٠˚C ، یک سال در دمای-٨٠˚C سال در دمای
طور  تولیدشده به ENDO1 نگهداری نمود. C˚۴در دمای 
ختلف مورد های م ها در ژنوم آمیزی در تشخیص جهش موفقیت

منظور  نوترکیب حاصل به ENDO1از  ه واستفاده قرار گرفت
 Vدر ژن فاکتور  G1691Aشده  تشخیص جهش ژنتیکی شناخته

عنوان نوعی  به Cشدن مقاومت پروتئین  که اغلب همراه با فعال
فاکتور خطر در بیماری ترومبوز وریدی است، با موفقیت استفاده 

  . [16]شده است
 CEL Iبا استفاده از روش آگرواینفیلتراسیون، آنزیم  همچنین

 بنتامیانا نیکوتیاناهای  و همکاران در برگ بنداماننوترکیب توسط 
دهی  بیان و آنزیم نوترکیب تولیدشده با استفاده از روش رسوب

. سازی شده است های توتون خالص آمونیوم از عصاره برگ سولفات
آمده،  دست نوترکیب به CEL Iاند که  این محققان اظهار داشته

غیرنوترکیب داشته  CEL Iکمیت و کیفیت بسیار بالاتری نسبت به 
آمده نشان  دست و سنجش ترجیح سوبسترایی نوکلئاز نوترکیب به

شدگی  های جفت تواند تمام انواع لوپ داده است که این آنزیم می
 CEL Iناجور را با اختصاصیت و حساسیت بسیار بالاتر نسبت به 

شده از ساقه کرفس شناسایی کند و برش دهد. همچنین این  خالص
 CEL Iندرت توسط  را که به T/Tهای  آنزیم توانست لوپ

  .[29]شوند، تشخیص دهد غیرنوترکیب شناسایی می
های  بررسی فعالیت نوکلئازهای تولیدشده نشان داده است که روش

زمان کم،  نوترکیب، علاوه بر تولید مقادیر زیاد آنزیم در مدت

های  کنند. لذا روش نوکلئازهایی با خواص آنزیمی بهتر تولید می
های  تولید نوترکیب، جایگزین بسیار مناسبی برای روش

، PARS IIنجایی که نوکلئاز سازی موجود خواهند بود. از آ خالص
برای  ®Surveyorهای  شباهت بالایی به آنزیم اصلی کیت

نشان  ؛ ایالات متحده)CEL II )IDTتشخیص جهش آنزیم 
طور  رسد که فرم نوترکیب این آنزیم نیز بتواند به دهد، به نظر می می

  هترودوپلکس را شناسایی کند و برش دهد. DNAهای  موثری لوپ
 پروتیین پایین کمیت به توان می حاضر پژوهش ایه محدودیتاز 

. نمود اشاره تجاری مقیاس در استفاده منظور به شده تخلیص
 ژن خاموشی تاثیر رساندن حداقل به برای شود می پیشنهاد بنابراین

 های بازدارنده توام بیان از سیستم، این در بیان میزان بالابردن و
  .شود استفاده ژن خاموشی ویروسی

  

  گیری نتیجه
مدت برای تولید  روش آگرواینفیلتراسیون یک روش موثر و کوتاه

  در گیاه توتون است. PARS IIانبوه نوکلئاز خالص نوترکیب 
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